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kDa  Kilodalton 
LAP  Leucin Aminopeptidase 
LB  Lauria Bertani 
LCMV Lymphozytäres Choriomeningitis Virus 
Lsg.  Lösung 
M  Molar 
mAK  monoklonaler Antikörper 
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MCMV Maus-Cytomegalievirus 
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PD-1  Programmed cell death-1 
PI3K  Phosphoinositid-3-Kinasen 
PLC  Peptide loading complex 
PRAME Preferentially expressed antigen of melanoma 
PRDM1 PR domain-containing 1, with ZNF domain oder B lymphocyte-induced 
maturation protein-1  
Pro Prolin 
P/S  Penicillin/Streptomycin 
PSA  Puromycin-sensitive Aminopeptidase 
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shRNA small hairpin RNA 
siRNA  small interfering RNA  
SOCS3 Suppressor of Cytokine Signaling 3 
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Melanomzellen, welche hauptsächlich aus einer malignen Transformation Pigment-
bildender Zellen der Haut hervorgehen, können durch autologe CD8
+ 
T-Lymphozyten 
selektiv zerstört werden. Die Selektivität basiert hierbei auf der Interaktion des T-
Zellrezeptors (TCR) mit spezifischen Oberflächenkomplexen der Tumorzellen, bestehend 
aus HLA Klasse I Molekülen und daran gebundenen Antigenpeptiden. Die Antigenpeptide 
gehen aus der Degradation von Tumorproteinen hervor, die initial durch den 
Proteasomkomplex übernommen wird. Das Proteasom generiert Peptide unterschiedlicher 
Länge und definiert dabei den korrekten C-Terminus der Antigenpeptide. Viele 
Proteasomprodukte sind aber zu lang für die Bindung an HLA Klasse I Moleküle und 
bedürfen daher der N-terminalen Prozessierung durch Aminopeptidasen. Bisher sind zwei 
humane ER-lokalisierte Aminopeptidasen bekannt, ERAP1 und ERAP2. ERAP1 ist 
nachweislich für eine effiziente Generierung viraler und parasitärer Antigenpeptide von 
Bedeutung. Die Rolle dieser Peptidase in der Prozessierung von Tumor-assoziierten 
Peptidepitopen ist jedoch bislang unklar. Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher die 
Bedeutung von ERAP1 in der Antigenpräsentierung von Melanomzellen untersucht 
werden. Außerdem sollten Stimuli und Signalwege, welche die ERAP1 und ERAP2 
Expression regulieren, bestimmt werden. 
Um die Rolle von ERAP1 in der Antigenpräsentation von Melanomzellen zu klären, wurde 
das autologe Tumor-CD8
+
 T-Zell System des Melanompatienten Ma-Mel-86 verwendet. In 
den Zelllinien Ma-Mel-86a und Ma-Mel-86c, etabliert aus verschiedenen Metastasen 
dieses Patienten, wurde die ERAP1 Expression mittels shRNA stabil herabreguliert. Die 
Herabregulation von ERAP1 zeigte keinen Einfluss auf die Menge der HLA Klasse I 
Moleküle an der Zelloberfläche. Um den Einfluss der verminderten ERAP1 Expression auf 
die CD8
+
 T-Zellerkennung der Tumorzellen zu bestimmen, wurden aus dem peripheren 
Blut stammende autologe CD8
+
 T-Zellen zunächst mehrmals mit Ma-Mel-86a Zellen 
stimuliert. Anschließend wurde die Fähigkeit dieser “bulk“ CD8+ T-Zellen, Ma-Mel-86a 
im Vergleich zu ERAP1 shRNA transfizierten Ma-Mel-86a Melanomzellen zu erkennen, 
analysiert. Interessanterweise beeinträchtigte die ERAP1 Herabregulation die Erkennung 
der Ma-Mel-86a Melanomzellen durch die autologen “bulk“ CD8+ T-Lymphozyten, was 
darauf hindeutet, dass die Reduktion der ERAP1 Aktivität zu einer Veränderung im 
Antigen-Epitoprepertoire der HLA Klasse I Moleküle führte. Die verminderte ERAP1 
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Expression reduzierte auch die Erkennung der Tumorzellen durch einen autologen CD8
+
 
T-Zellklon, der ein mutiertes Zielantigen erkannte. Vergleichbare Beobachtungen wurden 
ebenfalls für Ma-Mel-86c ERAP1 shRNA Transfektanten gemacht, die eine verringerte 
Stimulationskapazität gegenüber zwei von drei autologen CD8
+
 T-Zellklonen 
unterschiedlicher Spezifität zeigten. 
Aufgrund der Bedeutung von ERAP1 in der Epitoppräsentierung von Melanomzellen 
wurde nachfolgend das Expressionsprofil von ERAP1 und ERAP2 in verschiedenen 
Zelllinien sowie die Regulation der ERAP Expressionen analysiert. Zunächst konnten 
starke Unterschiede in der ERAP1 und ERAP2 Expression zwischen Zelllinien, etabliert 
aus verschieden Metastasen der Melanompatienten, festgestellt werden. Da derzeit die 
immunmodulierenden Eigenschaften von Chemotherapeutika intensiv untersucht werden, 
galt es, deren Einfluss auf die ERAP1 und ERAP2 Expression zu bestimmen. 
Interessanterweise führte die Behandlung verschiedener Zelllinien mit dem 
Chemotherapeutikum Doxorubicin zu einer erhöhten Promotoraktivität sowie zu einer 
verstärkten mRNA Expression beider Aminopeptidasen, wobei sich die Modulation der 
ERAP1 Expression abhängig vom p53 Status der Zellen zeigte. Diese Induktionen waren 
jedoch auf Proteinebene nur teilweise zu erkennen, was zusätzlich auf eine post-
transkriptionelle Regulation der ERAP1 und ERAP2 Expression hindeutet. 
 
Die Resultate dieser Arbeit belegen, dass ERAP1 eine wichtige Rolle im Prozess der 
Generierung von Tumor-assoziierten CD8
+
 T-Zell Epitopen in Melanomzellen übernimmt. 
Somit ist davon auszugehen, dass eine heterogene ERAP Expression in Metastasen von 
Tumorpatienten mit quantitativen und/oder qualitativen Veränderungen im antigenen HLA 
Klasse I Peptid-Repertoire verbunden ist. Dieser Effekt könnte die Effizienz Epitop-
spezifischer Tumortherapien, wie den adoptiven Transfer TCR-transgener CD8
+
 T-Zellen, 







Melanoma cells that primarily arise from a malignant transformation of pigment-producing 
cells of the skin, can be selectively destroyed by autologous CD8
+
 T lymphocytes. The 
selectivity is provided by the interaction between the T cell receptor (TCR) and specific 
tumor cell surface complexes, consisting of antigenic peptides bound to HLA class I 
molecules. The antigenic peptides originate from the degradation of tumor proteins. In 
general, the multi-catalytic proteasome complex initiates the cleavage of tumor antigens 
into peptide fragments of different length, thereby defining the C-terminus for the majority 
of peptides presented by HLA class I molecules. While some of the proteasome products 
are of the correct size for direct HLA class I binding others are N-terminally elongated 
peptide precursors that require further trimming by aminopeptidases. Currently two human 
ER-localized aminopeptidases are known, ERAP1 and ERAP2. While ERAP1 is known to 
be of specific relevance for the efficient generation of viral and parasitic antigenic 
peptides, the importance of the peptidase in processing tumor-associated peptide epitopes 
has not been determined. Thus, the aim of this thesis was to determine the role of ERAP1 
in antigen presentation by melanoma cells. Furthermore stimuli and signaling pathways 
that regulate ERAP1 and ERAP2 expression should be defined. 
To analyze the impact of ERAP1 on antigen presentation of melanoma cells, the 
autologous tumor-CD8
+
 T cell system of melanoma patient Ma-Mel-86 was selected. In 
the cell line Ma-Mel-86a and Ma-Mel-86c, established from different metastasis of this 
patient, ERAP1 expression was stably downregulated by shRNA. Importantly, ERAP1 
knockdown did not influence the overall of HLA class I surface expression level. To 
determine the effect of reduced ERAP1 expression in tumor cells on antigen presentation, 
autologous CD8
+
 T cells derived from peripheral blood were initially stimulated for several 
times with Ma-Mel-86a cells. Subsequently, the bulk CD8
+
 T cells were analyzed for their 
capability to recognize Ma-Mel-86a in comparison to ERAP1 shRNA transfected Ma-Mel-
86a melanoma cells. Interestingly ERAP1 downregulation impaired the recognition of Ma-
Mel-86a melanoma cells by autologous bulk CD8
+
 T lymphocytes, suggesting that reduced 
ERAP1 activity led to an alteration of the antigenic epitope repertoire presented by HLA 
class I molecules. Diminished ERAP1 expression also decreased the recognition of the 
tumor cells by an autologous CD8
+
 T cell clone recognizing a mutated target antigen. 
Comparable observations were made for Ma-Mel-86c ERAP1 shRNA transfectants, which 
Zusammenfassung 
 12 
exhibited reduced stimulatory capacity towards two of three autologous CD8
+
 T cell clones 
of different specificity.  
Due to the important role of ERAP1 in epitope presentation by melanoma cells the 
expression profile of ERAP1 and ERAP2 as well as their regulation in several cell lines 
was analyzed. Firstly, strong distinctions in ERAP1 and ERAP2 expression could be 
detected between cell lines established from different metastasis of melanoma patients. 
Since chemotherapeutic drugs, like Doxorubicin, are currently under intense investigation 
for their immune modulating properties its impact on ERAP1 and ERAP2 expression was 
determined. Interestingly, the treatment of several cell lines with Doxorubicin led to an 
increase in promoter activity as well as mRNA expression of both aminopeptidases, with 
ERAP1 expression being dependent of the p53 status of the cells. However the elevated 
expression was only partially detectable on the protein level, pointing towards additional 
post-transcriptional regulation of ERAP1 and ERAP2 expression. 
 
The results of this thesis demonstrate that ERAP1 plays an important role in the generation 
of tumor-associated CD8
+
 T cell epitopes in melanoma cells. Thus a heterogeneous ERAP 
expression as it can be detected in metastasis of tumor patients might be associated with 
quantitative and qualitative alterations in the antigenic HLA class I peptide repertoire. This 
effect could influence the efficiency of epitop-specific tumor therapies such as the adoptive 
transfer of TCR-transgenic CD8
+






3 Theoretische Grundlagen 
3.1 Das maligne Melanom 
Die Haut ist flächenmäßig das größte Organ des menschlichen Organismus, welches eine 
Vielzahl von lebenswichtigen Aufgaben erfüllt. Bestehend aus der Epidermis (Oberhaut), 
Dermis (Lederhaut) und Subcutis (Unterhaut) stellt sie eine mechanische, chemische sowie 
thermische Barriere zwischen dem Körperinneren und der Außenwelt dar. Sie reguliert die 
Temperatur und den Wasserhaushalt des Körpers und spielt als Sinnesorgan eine große 
Rolle. So werden über die Haut nicht nur Vibrationen und Berührungen, sondern auch 
thermische Reize und Schmerzen wahrgenommen. Eine weitere wichtige Funktion der 
Haut ist, den Organismus vor Krankheitserregern und Fremdsubstanzen zu schützen [1, 2]. 
Dennoch kann auch die Haut selbst von Krankheiten und Tumoren verschiedenster Art 
betroffen sein. Eine dieser Tumorformen ist das maligne Melanom („schwarzer 
Hautkrebs“), welches erstmals 1806 von dem französischen Mediziner Rene Theophile 
Hyacinthe Laënnec in einer Veröffentlichung als Melanose erwähnt wurde [3]. Dabei 
handelt es sich um eine bösartige Entartung des melanozytären Zellsystems, das sich 
vorwiegend als Manifestation der Haut zeigt. In den seltensten Fällen kann sich das 
maligne Melanom auch am Auge [4], an den Hirnhäuten [5] und an Schleimhäuten [6] 
zeigen. Aus klinischer Sicht gibt es verschiedene Formen des malignen Melanoms: das 
superfiziell spreitende-, das noduläre-, das Lentigo-maligna- und das Akrolentiginöse 
Melanom sowie einige seltene klinische Sonderformen [7]. Dabei neigt der primäre Tumor 
zur Bildung von Frühmetastasen, die über die Blut- und Lymphbahnen in andere Organe 
gestreut werden und somit eine ungünstige Prognose für den Patienten darstellen. So liegt 
die mittlere Überlebenszeit bei solchen Melanompatienten bei 4 bis 8 Monaten [8]. 
3.2 Epidemiologie und Entstehung des malignen Melanoms 
Die Melanominzidenz nimmt weltweit zu [9, 10]. Derzeit liegt die Neuerkrankungsrate bei 
Männern in Europa bei 14,6/100.000, während die Rate bei den Frauen bei 16,2/100.000 
liegt [11]. So sind insbesondere Bevölkerungsgruppen, die eine helle Haut-, Augen- und 
Haarfarbe haben und einer kumulierten UV Exposition ausgesetzt sind, prädestiniert für 
das Melanom. Aber auch Personen, die eine positive Eigen- und Familienanamnese 
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aufweisen sowie eine hohe Anzahl an melanozytären Nävi bzw. dysplastische 
melanozytäre oder große kongenitale melanozytäre Nävi besitzen, sind gefährdet [12].  
Die schrittweise Transformation von Melanozyten bis hin zum Melanom ist bis jetzt relativ 
unbekannt. Als Hauptrisikofaktor für die Entstehung eines Melanoms gilt eine starke 
Belastung mit DNA-schädigender UV-Strahlung, welche Mutationen in verschiedenen 
Genen hervorrufen kann. Die Mehrheit der Melanome trägt somatische Mutationen, die zu 
einer konstitutiven Aktivierung des RAS-RAF-MEK-ERK- oder des Phosphoinositid-3-
Kinasen (PI3K)/-AKT Signalwegs führen, welche Wachstum und Proliferation vermitteln. 




) und BRAF 
(BRAF
V600E
) [13] zu finden, welche eine kontinuierliche Aktivierung beider Signalwege 
hervorrufen. Ebenfalls können verschiedene Mutationen in der protoonkogenen 
Tyrosinkinase c-Kit zu einer dauerhaften Aktivierung der RAS-RAF-MEK-ERK Kaskade 
führen. Aber auch der PI3K/AKT-, der JAK-STAT- und andere antiapoptotische 
Signalwege können durch c-Kit induziert werden [14]. Weitere Mutationen oder 
Amplifikationen können in Genen auftreten, die am PI3K/AKT- oder am Phosphatase und 
Tensin homolog (PTEN)-Signalweg beteiligt sind. So sind Mutationen im PTEN 
Tumorsuppressor für 10-30% der Melanome beschrieben [15]. PTEN ist normalerweise 
ein negativer Regulator der PI3K. Die Inaktivierung von PTEN durch Deletionen oder 
Mutationen führt jedoch zu einer konstitutiven Aktivierung des PI3K-Signalweges. Ein 
weiteres Molekül was bei der Entstehung und der Progression eines Melanoms beteiligt 
sein kann, ist der Microphtalmia Transkriptionsfaktor (MITF). Dieser spielt in der 
Melanozyten- und Melanom-Proliferation, im Überleben, der Differenzierung, der 
Apoptosis und während des Zellzyklusarrest eine wichtige Rolle [16]. Im Zusammenhang 
mit dem familiären Melanom konnten Keimbahnmutationen im Tumor-Suppressorgen 
Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A) oder in der Cyclin-dependent kinase 4 
(CDK4) identifiziert werden [17], welche normalerweise in der Regulation des Zellzyklus 
involviert sind. 
Ein weiterer wichtiger Faktor für die Entstehung und die Entwicklung eines Tumors ist 
auch dessen Mikroumgebung. So weist die Haut einen Sauerstoff Partialdruck zwischen 
0,1% und 10% auf [18]. Dabei sind Melanozyten, die im dermalen-epidermalen Übergang 
oder in den Haarfollikeln sitzen, einer hypoxischen Umgebung ausgesetzt, welche ein 
optimales Wachstum der Melanozyten begünstigt [19]. Dieser hypoxische Zustand 
aktiviert Transkriptionsfaktoren wie die Hypoxie–induzierten Faktoren 1 und 2 (HIF1 und 
2). Diese beiden Transkriptionsfaktoren induzieren Gene, die das Überleben der Zelle 
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begünstigen und in der Wiederherstellung der Sauerstoffversorgung involviert sind. Jedoch 
können durch diese Transkriptionsfaktoren auch Gene aktiviert werden, die eine 
Transformation der Melanozyten begünstigen. So können Gene induziert werden, die an 
der Angiogenese, Invasion und Metastasenbildung oder an der Pluripotenz von 
Stammzellen beteiligt sind [20, 21].  
3.3 Behandlungsstrategien des malignen Melanoms 
Besteht bei einem Patienten der Verdacht eines malignen Melanoms, so wird die Läsion 
komplett durch einen chirurgischen Eingriff entfernt. Beträgt der vertikale 
Tumordurchmesser mehr als einen Millimeter, so wird der erst gelegene Lymphknoten im 
Lymphabfluss dieser Hautpartie, der Sentinel Lymphknoten, operativ entfernt und auf 
Metastasierung hin untersucht [22]. Ist dieser Lymphknoten bereits mit Metastasen 
befallen, so werden auch die umliegenden Lymphknoten entfernt. Circa 20% der Patienten, 
die ein kutanes Melanom haben, weisen einen Metastasen-Befall des Sentinel 
Lymphknoten auf, was eine schlechte Prognose für diese Patienten darstellt [23]. So liegt 
die 10 Jahres Überlebensrate bei diesen Patienten unter 10% [24]. 
Die Standardbehandlung der Patienten beruht auf einer Strahlentherapie und/oder 
Chemotherapie (Darcabazin, Temozolomid, Fotemustin, Vindesin, Carboplatin, Paclitaxel) 
[25], welche jedoch nur geringe therapeutische Erfolge versprechen. Zur Zeit kommen in 
klinischen Studien auch Inhibitoren gegen verschiedene Onkogene (BRAF, c-Kit) im 
Melanom zum Einsatz [26], die deutliche therapeutische Erfolge zeigen, wenngleich diese 
nur transient zu sein scheinen. Eine mögliche Alternative oder Ergänzung zur Behandlung 
mit Inhibitoren ist die Immuntherapie. Hierbei unterscheidet man zwischen unspezifischer- 
und spezifischer Immuntherapie. Bei der unspezifischen Immuntherapie liegt das Ziel 
darin, das Immunsystem des Patienten durch eine Behandlung mit Zytokinen wie 
Interleukin 2 und Interferon--2b [25] gegen den Tumor zu aktivieren. Ebenso werden 
derzeit in klinischen Studien neue Therapieansätze, wie der Einsatz der Zytokine 
Interleukin-21 (IL-21) [27], Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-
CSF) [28] und Tumornekrosefaktor (TNF) [29] erprobt. Eine weitere Strategie beruht auf 
der Verwendung immunregulatorischer Antikörper wie der anti-cytotoxic T-lymphocyte 
antigen-4 (anti-CTLA4) Antikörper Ipillimumab und Tremelimumab [30] sowie 
Antikörper gegen Programmed cell death-1 (PD-1) [31]. Ebenfalls werden Antikörper 
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verwendet, die durch ihre Bindung an ihre Liganden, z.B. CD137 [32] oder CD40 [33], ko-
stimulatorische Signale auslösen. 
 Antigen-spezifische Immuntherapie des malignen Melanoms 3.3.1
Melanomzellen können durch T-Zellen des adaptiven Immunsystems spezifisch erkannt 
und eliminiert werden. Dabei werden Epitope aus antigenen Tumorproteinen über MHC 
Klasse I (Major Histocompatibility Complex class I, Haupthistokompatibilitätskomplex 
Klasse I) Moleküle an der Zelloberfläche präsentiert, welche durch spezifische T-
Zellrezeptoren autologer zytotoxischer CD8
+
 T-Lymphozyten (CTL) erkannt werden 
können. Dies wiederum führt zur Aktivierung des T-Lymphozyten und nachfolgend zum 
Tod der Tumorzelle [34, 35]. Hierbei gibt es verschiedene Wege, wie CTLs die Apoptose 
der Zielzelle induzieren können, z.B. über den Granula abhängigen Exozytoseweg oder 
über die interzelluläre Interaktion zwischen dem FS7-associated cell surface antigen (Fas) 
und dem Fas Liganden (FasL) sowie durch die Tumor Nekrose Faktor (TNF) vermittelte 
Induktion des TNF-Rezeptor Type I Signalwegs [36]. Beim Granula abhängigen 
Exozytoseweg werden in den aktivierten CTLs Granula zur Zell-Zell-Kontaktstelle 
transportiert und deren Inhalt in die submikroskopische interzelluläre Spalte, die 
sogenannte Immunologische Synapse, freigesetzt [37]. Die häufigsten lytischen Moleküle, 
die dabei von den Granula abgesondert werden, sind Perforin, Granzyme und Granulysin. 
Perforin polymerisiert in der Membran der Zielzelle und bildet dabei Poren. Die Granzyme 
sowie Granulysin gelangen über einen Perforin-abhängigen Mechanismus in das Zytosol 
der Zielzelle und induzieren dort verschiedene apoptotische Signalwege [36]. Bei der 
interzellulären Fas-FasL Interaktion bindet der von den CTLs exprimierte FasL an das von 
der Zielzelle präsentierte Fas und induziert dadurch die Apoptose dieser Zelle [38], 
während bei der TNF-induzierten Apoptose das von der aktivierten CTL freigesetzte TNF-
 [39, 40] an den TNF-Rezeptor 1 (TNFR1) der Zielzelle bindet und so diverse 
Apoptosesignalwege aktiviert [41]. Neben TNF- sezernieren aktivierte CTLs auch IFN- 
[42]. Dieses Zytokin spielt als endogener Regulator der angeborenen und erworbenen 
Immunität bei viralen oder intrazellulären bakteriellen Infektionen eine entscheidende 
Rolle [43] und ist zudem an der Tumor-Kontrolle beteiligt [44]. 
CTLs sind allerdings nur dann als zytotoxische Effektorzellen aktiv, wenn sie zuvor durch  
Dendritische Zellen (DC) aktiviert wurden [45]. DCs sind professionelle Antigen-
präsentierende Zellen (APC) des Immunsystems, die Tumorantigene aufnehmen, 
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prozessieren und die resultierenden antigenen Peptide über MHC Klasse I Moleküle 
präsentieren können. Bindet der T-Zellrezeptor einer naiven T-Zelle an den Antigenpeptid-
MHC Komplex einer stimulatorischen („reifen“) DC, so kommt es zur Aktivierung der 
CTL. Solche primär aktivierten CTLs können dann wiederrum antigene Peptide auf 
Tumorzellen (Melanomzellen), die über MHC Klasse I Moleküle präsentiert werden, 
spezifisch erkennen und eine Lyse der Tumorzellen induzieren. In der nachfolgenden 
Tabelle sind eine Reihe bekannter Melanom-Antigene aufgelistet (Tab. 1). 
 
Tab. 1: Auflistung einiger gut definierter humaner Melanom-Antigene [46-49]  
 
Melanozyten abstammende Differenzierungsantigene, welche an der Melaninproduktion beteiligt sind 
 Tyrosinase 
 Tyrosinase related protein-1 (TRP-1) 
 Tyrosinase related protein-2 (TRP-2) 
 gp100 / Pmel17 
 Melanocyte antigen/Melanoma Antigen Recognized by T-cells (Melan-A/MART-1) 
Onkofetale-/Hodenkrebs-Antigene, welche normalerweise im Hoden und in der Plazenta exprimiert werden 
 Melanom Antigen (MAGE) Familie 
 B Melanom Antigen (BAGE) Familie 
 G Antigen (GAGE) Familie 
 NY-ESO 
Überexprimierte Antigene 
 Preferentially expressed antigen of melanoma (PRAME) 
 Chondroitin sulfate proteoglycan 4 (CSPG4) 
 Survivin 
Tumorspezifsche Antigene, die aus mutierten Genen hervorgehen  
 -Catenin 
 Cyclin-dependent kinase 4 (CDK4) 
 Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A) 
 Neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog (N-ras) 
 
Die Kenntnis der Antigene wird im Rahmen spezifischer Immuntherapien genutzt, wie der 
Behandlung von Melanompatienten mit Vakzinen bestehend aus Antigen-beladenen DC. 
Bei der DC Vakzinierung können als Antigenquelle abgetötete Tumorzellen oder 
Tumorzelllysate, aber auch antigene Proteine oder Peptide verwendet werden. Ebenfalls 
kann Antigen kodierende mRNA oder cDNA zur Transfektion der DC eingesetzt werden 
[50, 51]. Jedoch hatte die DC Vakzinierung bis jetzt nur einen limitierten klinischen Effekt. 
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Eine weitere spezifische Immuntherapie, mit deutlich verbessertem klinischem 
Ansprechen, basiert auf dem adoptiven Transfer Tumor-reaktiver T-Zellen. Zunächst 
werden Tumor infiltrierte Lymphozyten (TIL) ex vivo aus den Melanommetastasen isoliert. 
Dazu wird Tumorgewebe entweder enzymatisch aufgeschlossen, in kleine Stücke 
geschnitten oder physikalisch disaggregiert. Diese Zellsuspensionen werden dann in 
Medium mit hoher Interleukin-2 (IL-2) Konzentration kultiviert. Anschließend werden die 
TILs selektioniert, die eine hohe Interferon- (IFN-) Freisetzung nach Kultivierung mit 
autologen oder allogenen MHC-angepassten Tumorzelllinien aufweisen. Die stark 
Tumorantigen-reaktiven T-Zellpopulationen werden dann mittels CD3-spezifischen 
Antikörpern, IL-2 und bestrahlten Feeder-Zellen rasch expandiert. Die Aktivität der TILs 
wird anschließend noch einmal validiert, bevor sie in den Patienten zurück transferiert 
werden. Vor dem adoptiven T-Zell Transfer erfolgt bei den Patienten eine nicht-
myeloablative Lymphodepletion und/oder eine gesamte Körperbestrahlung, um 
immunsuppressive regulatorische T-Zellen (Treg) und Lymphozyten zu eliminieren, die 
gegen die transferierten T-Zellen arbeiten könnten. Mit dieser Methode konnte eine 
objektive Ansprechrate zwischen 50 und 70% in den Patienten erreicht werden [52-54]. 
Trotz der hervorragenden Ansprechrate besitzt diese Form der Therapie limitierende 
Faktoren. So lassen sich nicht die TILs aller Patienten kultivieren. Ebenfalls weisen die 
tumorspezifischen T-Lymphozyten für die adoptive Immuntherapie oftmals ein schlechtes 
Wachstum sowie eine geringe Affinität für die tumorspezifischen Antigene auf [55]. Um 
diesen Effekt zu umgehen, wurden Methoden zur Manipulierung der T-Zellspezifität 
entwickelt, wie der Transfer von stark affinen TCRs in autologe T-Zellen der Patienten. 
Morgan et al. z.B. transduzierten ex vivo autologe T-Zellen mit einem retroviralen Vektor, 
der die MART-1 TCR  und  Ketten exprimiert, und transferierten diese Zellen zurück in 
den Patienten. Allerdings fiel die objektive Ansprechrate mit 13% (2 von 15 Patienten) 
wesentlich geringer aus als bei der Infusion autologer TILs [56]. In einer klinischen Studie 
2011 von Robbins et al. wurden Patienten, die NY-ESO-1 positive Tumore besaßen, mit 
autologen anti-NY-ESO-1 TCR-transgenen T-Zellen und IL-2 behandelt. Dabei zeigten 
45% (5 von 11 Patienten) der Melanom Patienten eine objektive Reaktion auf die Therapie, 
wobei zwei Patienten sogar eine komplette Rückbildung der Tumore aufwiesen [57]. Diese 
TCR-basierende Gentherapie gerichtet gegen NY-ESO-1 präsentiert einen neuen und 
effektiven therapeutischen Ansatz für Melanompatienten. 
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3.4 MHC Klasse I Antigen präsentierender Weg 
Antigene Peptidepitope, die durch MHC Klasse I Moleküle den CTLs präsentiert werden, 
bestehen für gewöhnlich aus 8-10 Aminosäuren [58]. Verschiedenste Proteasen und 
Peptidasen sind an der intrazellulären Generierung von MHC Klasse I Epitopen beteiligt, 
wie das Proteasom, zytosolische Peptidasen und im Endoplasmatischen Retikulum (ER) 
lokalisierte Aminopeptidasen (Abb. 1).  
 
 
Abb. 1: Darstellung der MHC Klasse I Antigenprozessierung und -präsentation. Antigenprozessierung 
im Zytosol (1), Antigenprozessierung im ER (2) MHC Klasse I Assemblierung im ER (3), Peptid-MHC 
Klasse I Präsentierung an der Zelloberfläche (4); Antigen präsentierende Zelle (APC), Aminosäure (AS), 2-
Mikroglobulin (2M), Calnexin (Cnx), Calreticulin (Crt), Endoplasmatisches Retikulum (ER), ER 
Aminopeptidasen (ERAPs), Major histocompatibility complex Klasse I (MHC Klasse I), schwere Kette des 
MHC Klasse I Moleküls (HC), Tapasin (Tpn), Transporter associated with antigen processing (TAP), T-




Das multi-katalytische Proteasom spaltet das antigene Tumorprotein in Fragmente mit 
einer Länge von 2-25 Aminosäuren (AS). Dabei definiert das Proteasom den korrekten C-
Terminus der meisten Epitoppeptide [59, 60]. N-terminal verlängerte Peptidvorläufer 
können weiter durch zytosolische Peptidasen in kleinere Fragmente geschnitten werden. 
Peptide mit einer Länge von 8-16 Aminosäuren werden bevorzugt vom Transporter 
associated with antigen processing (TAP) in das Lumen des ER transportiert [61], wo die 
Beladung der MHC Klasse I Moleküle mit antigenen Epitopen stattfindet. Dabei binden 
Peptide mit einer Länge von 8 bis 10 Aminosäuren direkt in der Furche des MHC Klasse I 
Moleküls [62], während bei längeren Peptiden ein N-terminales Trimmen erforderlich 
wird. Dies kann durch ER lokalisierte Aminopeptidasen (ERAP) erfolgen. Die mit Peptid 
beladenen MHC Klasse I Moleküle werden dann an die Zelloberfläche transportiert, wo sie 
durch zytotoxische CD8
+
 T-Lymphozyten erkannt werden können [63]. 
 Das Proteasom 3.4.1
Das Proteasom ist im Zytosol und im Nukleus aller eukaryotischer Zellen zu finden und ist 
eines der bedeutendsten proteolytischen Systeme, welches für den Abbau von Proteinen in 
den Zellen verantwortlich ist. Zusätzlich ist es an der Generierung der meisten Peptide 
beteiligt, die über MHC Klasse I präsentiert werden [64]. 
Das 26S Proteasom ist der zentrale proteolytische Enzymkomplex des Ubiquitin-
Proteasom Systems (UPS) und ist für die Degradation von poly-ubiquitinierten Proteinen 
verantwortlich. Es besteht aus dem katalytisch aktiven 20S-Proteasom und aus zwei 
regulatorischen 19S-Untereinheiten, die für das Binden und Entfalten von ubiquitinierten 
Proteinen verantwortlich sind [65, 66]. Das 20S-Proteasom setzt sich aus 28 
Untereinheiten zusammen, die vier übereinander angeordnete Ringe mit je 7 
Untereinheiten bilden. Die zwei äußeren Ringe beherbergen jeweils die -Untereinheiten 
(1-7) während die zwei inneren Ringe aus den β-Untereinheiten (1-β7) bestehen und 
das katalytische Zentrum bilden. Für die katalytische Aktivität sind jedoch nur die β1-, β2-
und β5-Einheiten verantwortlich [67]. Diese drei Untereinheiten weisen verschiedene 
proteolytische Aktivitäten auf. So schneidet β1 am C-Terminus bevorzugt nach basischen 
AS, β2 nach sauren AS und β5 nach hydrophoben AS [68, 69]. Die zwei regulatorischen 
19S-Untereinheiten werden jeweils in einen Basis (base)- und einen Deckel (lid)-Komplex 
gegliedert. Ein Basis-Komplex besteht aus sechs ATPasen und zwei nicht-ATPase 
Untereinheiten und interagiert direkt mit einem der äußeren -Ringe des 20S-Proteasoms 
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[70]. Der Basiskomplex entfaltet die Proteine in einem ATP abhängigen Prozess. 
Zusätzlich öffnet er den Eingang zum 20S-Proteasom und transloziert die ungefalteten 
Proteine in das 20S-Proteasom [66]. Der Deckelkomplex besteht dagegen aus bis zu zehn 
nicht-ATPase Untereinheiten und beinhaltet sowohl die Bindungsstelle für ubiquitinierte 
Substrate, nicht ubiquitinierte Substrate als auch Enzyme für den Aufschluss und das 
Recycling von Ubiquitin Ketten (Abb. 2) [71]. 
 
 
Abb. 2: Aufbau des Proteasoms und Immunproteasoms sowie der 19S und PA28 Regulatoren . Das 26S 
Poteasom setzt sich aus dem 20S Proteasom und dem 19S Regulator zusammen. Das 20S Proteasom ist aus 
vier Ringen zusammengesetzt. Die äußeren zwei Ringe bestehen aus -Untereinheiten (1-7) und die zwei 
inneren Ringe aus β-Untereinheiten (β1-β7). Der 19S Regulator gliedert sich in den Basis-Komplex (base), 
bestehend aus sechs ATPasen und zwei nicht-ATPase Untereinheiten und den Deckel-Komplex (lid) mit bis 
zu zehn nicht-ATPase Untereinheiten. Interferone induzieren das Immunproteasom mit den Immuno-
Untereinheiten iβ1, iβ2 und iβ5. Ebenfalls kann der PA28 Regulator durch Interferone induziert werden. 
Bestehend aus drei PA28- und vier PA28β-Untereinheiten bildet dieser einen heptameren Ring, der an 
einen der äußeren -Ringe des 20S-Proteasoms bindet und zur Formation des so genannten Hybrid-
Proteasoms (19S–20S–PA28) führt. Die Abbildung wurde von Sabrina Urban (Institut für Biochemie, 
Charité Berlin) zur Verfügung gestellt und beruhen auf den Reviews von P. M. Kloetzel 2001 und 2004 [70, 
71]. 
 
Ein weiterer Komplex, der mit dem 20S-Proteasom assoziiert, ist PA28 [72]. Es kann 
durch das immunmodulatorische Zytokin Interferon- (IFN-) induziert werden [73] und 
besteht aus 3 PA28- und 4 PA28β-Untereinheiten, die einen heptameren Ring bilden [74, 
75]. PA28 bindet an einen der äußeren -Ringe des 20S-Proteasoms, was zur Formation 
des so genannten Hybrid-Proteasoms (19S–20S–PA28) führt [76]. PA28 öffnet dabei den 
Eingang zum 20S-Proteasom und unterstützt so die Aufnahme des Proteinsubstrats. In 
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vitro Experimente deuten darauf hin, dass PA28 den Spaltungsmechanismus des 20S-
Proteasoms verändert und die Generierung von dominanten T-Zellepitopen optimiert [77].  
Typ I, Typ II Interferone sowie TNF- induzieren die Transkription und Translation von 
drei Immuno-Untereinheiten iβ1 (LMP2), iβ2 (MECL-1) und iβ5 (LMP7). Diese ersetzten 
ihre konstitutiven Gegenstücke β1, β2 und β5 während der Proteasom-Neusynthese [78-
80]. Der daraus resultierende Komplex wird Immunproteasom genannt und ist mit einer 
effizienteren MHC Klasse I Antigen Präsentation assoziiert [81-84]. In in vitro 
Experimenten zur Bestimmung der Schnittspezifität zeigte das Immunproteasom eine 
erhöhte katalytische Aktivität nach hydrophoben und basischen Aminosäuren sowie eine 
reduzierte Aktivität nach sauren Aminosäuren im Vergleich zum konstitutiven Proteasom 
[85]. Diese Aminosäuren werden sehr oft am C-terminalen Ende von Peptiden gefunden, 
die effizient an MHC Klasse I Moleküle binden [86]. Dies unterstützt die Ansicht, dass das 
Immunproteasom effektiver in der Antigen Prozessierung ist als das konventionelle 
Proteasom. Während dies für die meisten viralen Antigene zutrifft, gibt es aber auch 
Peptidepitope, die nur durch das konstitutive Proteasom effektiv produziert werden [87].  
 Zytoplasmatische Peptidasen 3.4.2
Das Proteasom ist zweifellos der Enzymkomplex, der beim größten Teil der MHC Klasse I 
Liganden das korrekte C- terminale Ende generiert [59, 60]. Die meisten dieser Peptide 
werden jedoch vom Proteasom als N-terminal verlängerte Vorläuferpeptide angefertigt und 
erfordern ein N-terminales Trimmen durch Aminopeptidasen, die im Zytosol oder im ER 
lokalisiert sind. 
Eine dieser zytosolischen Aminopeptidasen ist die durch IFN- induzierbare Leucin 
Aminopeptidase (LAP). Diese kann zumindest im Zell-freien System reife Epitope von 
Peptidvorläufern generieren [88]. In LAP-defizienten Zelllinien jedoch konnte weder eine 
Veränderung in der Generierung von Peptiden noch in der Antigen Präsentierung 
festgestellt werden. Eine zusätzliche Stimulierung mit IFN- zeigte gleiche Resultate. 
LAP-defiziente Mäuse, die viral infiziert wurden, generierten normale CTL Antworten für 
sieben Epitope, die von drei verschiedenen Viren stammten [89].  
Zwei weitere Aminopeptidasen, die im Zytosol identifiziert wurden, sind die Bleomycin 
Hydrolase (BH) und die Puromycin-sensitive Aminopeptidase (PSA). Diese beiden 
Enzyme besitzen die Fähigkeit CTL Epitope vom Vesicular Stomatitis Virus aus N-
terminal verlängerten Peptidvorläufern in vitro zu generieren [90]. BH-defiziente- sowie 
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PSA-defiziente Mäuse und Zelllinien zeigten hingegen eine normale Epitoppräsentierung 
von N-terminal verlängerten Vorläuferpeptiden. Ebenfalls blieb die MHC Klasse I 
Expression und auch die CTL Antwort unverändert. Einzig BH/LAP-defiziente Mäuse 
zeigten eine signifikant erhöhte CTL Antwort für das gp276 Epitop vom lymphozytären 
Choriomeningitis Virus (LCMV), was auf überlappende Funktionen der Aminopeptidasen 
hindeutet [91, 92]. Interessanterweise waren PSA-defiziente Mäuse kleiner und 
reproduzierten sich weniger als Wildtyp-Mäuse. Zusätzlich präsentierten DCs von PSA-
defizienten Mäusen mehr MHC Klasse I Moleküle an der Zelloberfläche, was darauf 
hindeutet, dass PSA für gewöhnlich die Antigenpräsentierung in diesen APCs durch den 
Abbau bestimmter Peptide limitiert. Dieser Effekt konnte jedoch nicht in anderen PSA-
defizienten Zellen nachgewiesen werden [92]. Es scheint, dass LAP, BH und auch PSA 
keine essentielle Rolle in der Generierung von Epitopen besitzen. Jedoch ist es möglich, 
dass sie bei der Prozessierung von noch unbekannten Epitopen relevant sind. 
Ein weiteres zytosolisches Enzym, das eine spezielle Rolle während des Trimmens von 
Peptiden spielen dürfte, ist die Tripeptidyl Peptidase II (TPPII). Diese besitzt sowohl die 
Aktivität einer Exopeptidase als auch einer Endopeptidase. Sie entfernt schrittweise 
Peptidgruppen bestehend aus drei Aminosäuren vom N-terminalen Ende des 
Peptidsubstrats (Tripeptidyl Exopeptidase Aktivität) [93]. Epitop Vorläuferpeptide, die 
länger als fünfzehn Aminosäuren lang sind, werden hauptsächlich von TPPII geschnitten. 
TPPII ist an der Generierung und Präsentierung einiger Epitope beteiligt [94, 95] und 
scheint auch essentiell für die Proteasom-unabhängige Generierung des HIV-Nef73-82 
Epitops zu sein [96]. Hingegen degradiert TPPII potentielle CTL Epitope, wie das Survivin 
abgeleitete ELTLGEFLKL Epitop in Kolonkarzinomzellen [97], während die 
Prozessierung verschiedener LCMV Epitope nicht von TPPII beeinträchtigt wird [98]. 
Zytosolische Endopeptidasen wie Thimet Oligoendopeptidase (TOP) und Nardilysin 
können ebenso an der Generierung aber auch an der Degradierung von antigenen Epitopen 
beteiligt sein. So konnte für TOP gezeigt werden, dass es Peptide, die vom Proteasom 
freigesetzt werden, abbaut und so die MHC Klasse I Antigenpräsentierung reduziert. Eines 
dieser Peptide ist das Ovalbumin Epitop SIINFEKL [99, 100]. Anderseits beruht die 
Generierung eines CTL Epitops vom Mycobacterium tuberculosis Protein Hsp65 auf der 
Aktivität von TOP [101]. Nardilysin hingegen ist an der Prozessierung des Epstein-Barr 
Virus Epitopes EBNA3C258-266 involviert [102].  
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 Peptidtransport in das Endoplasmatische Retikulum 3.4.3
Damit die im Zytosol generierten Peptide an MHC Klasse I Moleküle binden können, 
müssen diese die Membran des ER durchqueren. Dies geschieht über TAP. Dieser Peptid-
Transporter gehört zu der Familie der ABC-Transporter (ATP-binding cassette) und 
befördert zytosolische Peptide in einem ATP-abhängigen Prozess in das Innere des ER. 
TAP ist ein heterodimerer Komplex, der sich aus den Untereinheiten TAP1 und TAP2 
zusammensetzt [103, 104]. Jede dieser Untereinheiten besitzt eine Transmembrandomäne, 
die den Transportweg für die Peptide bildet, sowie eine Nukleotid-Bindungsdomäne, 
welche ATP bindet und hydrolysiert [105]. Am N-terminalen Ende der 
Transmembrandomänen befinden sich vier Transmembran-Helices an die zusätzlich der 
Peptid-loading complex (PLC) über das Chaperon Tapasin binden kann [106]. TAP 
transportiert generell Peptide mit einer Länge von 8 bis 16 AS in das ER [61]. Dennoch 
können auch größere Peptide, wenn auch mit einer geringeren Effizienz, durch TAP 
befördert werden [107]. Der humane TAP-Komplex erkennt während der Peptidbindung 
hauptsächlich die letzte C-terminale AS sowie die drei ersten N-terminalen AS eines 
potentiellen Peptidsubstrats. Dabei bevorzugt er hydrophobe oder basische AS am C-
terminalen Ende der Peptide, was mit der Bindungsspezifität für humane MHC Klasse I 
Moleküle korreliert [108]. Ein Prolin an Position 1 bis 3 am N-terminalen Ende hingegen 
wird von TAP nicht toleriert und führt zu einem ineffizienten Transport der Peptide [109, 
110].  
Es existieren aber ebenfalls TAP-unabhängige Wege, welche antigenen Peptiden den 
Eintritt in das ER ermöglichen. Einer dieser Wege führt z.B. über den SEC61 Komplex 
[111]. 
 Aminopeptidasen des Endoplasmatischen Retikulums 3.4.4
Mitte der 90er Jahre wurde erstmals beschrieben, dass die Proteolyse von antigenen 
Peptiden nicht nur auf das Zytoplasma beschränkt ist, sondern dass MHC Klasse I 
Liganden auch im ER prozessiert werden können [112, 113]. In 2002 wurde die ER 
Aminopeptidase 1 (ERAP1, im murinen System ER aminopeptidase associated with 
antigen processing (ERAAP)) als die Protease identifiziert, die bei der Generierung von 
MHC Klasse I Peptiden im ER eine wichtige Rolle spielt [114, 115]. Drei Jahre später 
wurde eine weitere ER Aminopeptidase ERAP2 bestimmt, welche ebenfalls Peptide im ER 
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trimmen kann [116]. Beide ERAPs gehören zur Familie der M1 Zink Metallopeptidasen. 
Sie besitzen das für diese Familie typische GAMEN Motiv sowie das HEXXH(X)18E 
Zink-Bindungsmotiv, was für die enzymatische Aktivität essentiell ist. Die Verwandtschaft 
dieser beiden Enzyme spiegelt sich auch in ihrer Aminosäuresequenz wieder. So stimmt 
die Sequenz von ERAP1 zu 50% mit der von ERAP2 überein [117]. Die Expression der 
ERAP Enzyme wird durch Typ I (IFN-α und IFN-) [118] und auch Typ II Interferone 
(IFN-γ) induziert [114, 119]. Ebenfalls kann der Transkriptionsfaktor NFB die 
Expression der ER Aminopeptidasen regulieren [120]. Trotz der aufgeführten 




Peptide mit einer Länge von 9-16 AS sind das optimale Substrat für ERAP1 [121], eine 
Eigenschaft welche identisch zur bevorzugten Peptidlänge des humanen TAP ist [61]. Die 
meisten dieser Peptide werden von ERAP1 auf 8-9 AS lange Fragmente gekürzt [122] und 
stellen damit die ideale Größe für die MHC Klasse I Beladung dar [58, 62]. Die ERAP1 
Substratspezifität wird durch die Interaktion mit den N- und C-Termini der Peptide 
bestimmt. Dabei bindet ERAP1 bevorzugt Peptide, die an ihrem C-terminalen Ende große 
hydrophobe AS tragen, während die Bindung von Peptiden mit einem geladenen C-
Terminus weniger effizient ausfällt [121]. Beim N-terminalen Trimmen von Peptiden 
favorisiert ERAP1 hydrophobe AS wie Leucin [116]. Aber auch AS innerhalb des 
Peptidsubstrates beeinflussen das N-terminale Trimmen von ERAP1 [123]. So ist dieses 
Enzym z.B. nicht in der Lage Peptide mit X-Pro-Xn-Motiven zu hydrolysieren [115, 123]. 
Der Mechanismus jedoch, wie ERAP1 Vorläuferpeptide schneidet, um die optimale Länge 
für die MHC Klasse I Beladung zu erzielen, ist bis heute nicht entschlüsselt. Es existieren 
zwei verschiedene Theorien, wie dieser Mechanismus funktionieren könnte: Kanaseki et 
al. postulieren das ‚Template‘ Model, bei dem ERAP1 und die MHC Klasse I Moleküle 
gemeinsam das finale Peptid-Repertoire generieren [124]. Chang et al. vertreten dagegen 
die Ansicht, dass ERAP1 allein N-terminal verlängerte Peptide über einen ‚Molecular 
ruler‘ Mechanismus auf die optimale Länge zur MHC Klasse I Bindung trimmt [121]. 
Der beachtliche Einfluss von ERAP1 in der MHC Klasse I Antigen Prozessierung wurde 
erst in ERAP1-defizienten Maus Modellen ersichtlich. Diese Mäuse weisen im Vergleich 
zu den Wildtyp-Mäusen eine 20-50% verringerte MHC Klasse I Expression auf. Die H-2L
d
 





 T-Zellantworten wurden einige virale Epitope gefunden, deren 
Generierung von ERAP1 abhängig ist, während andere Epitope durch ERAP1 zerstört oder 
gar nicht beeinflusst werden [128]. So ist die Peptidase z.B. an der Erzeugung 
verschiedenster Epitope des humanen Cytomegalie-Virus (HCMV) beteiligt [129]. ERAP1 
ist nicht nur in die Prozessierung verschiedenster viraler Epitope involviert sondern spielt 
auch in der parasitären Epitopgenerierung eine wichtige Rolle. So zeigten Blanchard et al., 
dass die HF10 Epitop Generierung des Toxoplasma gondii Antigens GRA6 und die 
immundominante protektive CD8
+
 T-Zellantwort gegen T. gondii die proteolytische 
Aktivität von ERAP1 erfordert [130]. Verschiedene ERAP1 Polymorphismen werden 
zudem mit der Entwicklung diverser Krankheiten in Verbindung gebracht, wie der 
Autoimmunkrankheit Spondylitis ankylosans [131], dem hämolytisch-urämischen 
Syndrom [132], der Hypertonie [133] und der Typ I Diabetes [134]. Eine weitere 
Bedeutung dieses multifunktionellen Enzyms liegt in der Regulierung des Blutdrucks [135] 
und der Supprimierung der Angiogenese in humanen Endometriumkarzinom Zellen über 
das Renin-Angiotensin System [136, 137]. Zudem wurde berichtet, dass ERAP1 an der 




Die Bedeutung von ERAP2 für die MHC Klasse I Antigenpräsentierung ist bis jetzt nicht 
so umfassend erforscht wie für ERAP1, was auch daran liegt, dass bislang im murinen 
System kein ERAP2 Homolog gefunden werden konnte. ERAP2 bevorzugt im Vergleich 
zu ERAP1 basische Aminosäuren sowohl am C-terminalen als auch am N-terminalen Ende 
von Peptidsubstraten [116] und erhöht so die hydrolytische Kapazität des ERs. Tanioka et 
al. demonstrierten, dass rekombinantes ERAP2 in vitro das TPGPGVRY Epitop des HIV-1 
Nef Antigens aus Vorläuferpeptiden generieren kann [117]. In Kopräzipitations-
Experimenten konnte zusätzlich gezeigt werden, dass ERAP2 mit ERAP1 einen 
heterodimeren Komplex bilden kann. Durch diese physikalische Interaktion sind die 
ERAPs gemeinsam in der Lage, lange N-terminale Peptidenden, welche hydrophobe und 
basische AS enthalten, abzubauen. So generiert das ERAP1/2-Heterodimer in vitro aus 
dem K15I (KIRIQRGPGRAFVTI) Vorläuferpeptid, das vom HIV IIIB Hüllprotein (Env) 
stammt, den natürlichen MHC Klasse I Liganden G9I [116]. Eine Herabregulation von 
ERAP2 durch siRNA führt zu einer partiellen Suppression der MHC Klasse I 
Oberflächenexpression von ca. 10 % [116]. Zusätzlich zeigten Andrés et al., dass ein 
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Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) (rs2248374-G) in ERAP2 eine atypische 
Spleißvariante der ERAP2 mRNA hervorruft, die ein verkürztes Protein kodiert. Diese 
ERAP2 mRNA wird über den Nonsense-mediated mRNA decay Mechanismus abgebaut, 
sodass keine ERAP2 Proteinexpression mehr nachweisbar ist. Das ERAP2 Defizit 
resultierte in einer leicht reduzierten MHC Klasse I Oberflächenpräsentation in B-
Lymphozyten [141], was darauf hindeutet, dass ERAP2 eine Rolle in der MHC Klasse I 
Antigenpräsentierung spielt. Weitere SNPs im ERAP2 Gen sind mit verschiedenen 
Krankheiten, wie Präeklampsie [142], Morbus Crohn [143] und Spondylitis ankylosans 
assoziiert [144]. 
 Peptidbeladung von MHC Klasse I Molekülen 3.4.5
Die Beladung der MHC Klasse I Moleküle mit antigenen Peptiden erfolgt im Lumen des 
ERs. Bevor jedoch MHC Klasse I Moleküle Peptide binden und an der Zelloberfläche 
zytotoxischen T-Zellen präsentieren, unterziehen sie sich zuvor einem stringenten 
Reifungsprozess. Dabei interagieren sie transient mit verschiedenen Komponenten der ER-
Qualitätskontrollmaschinerie. Zu Beginn der MHC Klasse I Reifung bindet zunächst das 
Chaperone Binding immunoglobulin protein (BiP) gefolgt von Calnexin, das mit der 
Oxidoreduktase ERp57 assoziiert ist, an die neu synthetisierten schweren Ketten der MHC 
Klasse I Moleküle [145, 146]. Diese Moleküle verhindern die vorzeitige Degradation der 
unreifen Proteine und vermitteln die Faltung sowie die Heterodimerisierung der schweren 
MHC Klasse I Kette mit dem 2-Mikroglobulin (2M) [146-148]. Die dabei entstehende 
Konformationsänderung führt zur Dissoziation des Calnexin und zur raschen Rekrutierung 
des MHC Klasse I Moleküls in den Peptide loading complex (PLC). Im PLC ist der 
Peptidtransporter mit dem Beladungskomplex der MHC Klasse I Moleküle ko-lokalisiert. 
Der PLC setzt sich aus dem Lectin-ähnlichen Chaperon Calreticulin, ERp57 sowie aus 
TAP und Tapasin zusammen [149] (Abb. 1). Nachdem sich Calnexin vom MHC Klasse I 
Molekül gelöst hat, bindet Calreticulin an die schwere Kette des MHC Klasse I 
Heterodimers. Unterstützt durch ERp57 fördert es die korrekte Faltung der Glykoproteine 
[150]. Weiterhin gibt es Hinweise, dass Calreticulin das MHC Klasse I Molekül zum PLC 
eskortiert [151]. Verschiedene Publikationen deuten zusätzlich darauf hin, dass sowohl die 
Calreticulin-ERp57 Konjugation als auch die Calreticulin-MHC Klasse I Interaktion eine 
wichtige Rolle bei der Calreticulin vermittelten Stabilisierung der schweren MHC Klasse I 
Kette sowie des Tapasin/ERp57 Heterodimers im PLC spielen [151, 152]. Das 
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Glykoprotein Tapasin stellt die Verbindung zwischen TAP und den übrigen PLC 
Komponenten dar. Mit der transmembranen Domäne bindet Tapasin effizient an TAP, 
während die ER luminale Domäne mit dem MHC Klasse I Molekül und dem ERp57 
interagiert [153, 154]. Während dieser Interaktionen vermittelt Tapasin auf der einen Seite 
die Stabilisierung von TAP und verstärkt somit den Peptid-Import in das ER [155]. Auf der 
anderen Seite unterstützt es die antigene Peptidbeladung der MHC Klasse I Moleküle und 
optimiert dabei das Peptidrepertoire [156]. Die Arbeiten von Wearsch and Cresswell 
deuten darauf hin, dass nur ERp57 konjungiertes Tapasin in der Lage ist, leere MHC 
Klasse I Moleküle zu stabilisieren und stabile Peptid-MHC Klasse I Komplexe zu 
generieren [157]. Nachdem MHC Klasse I Moleküle Peptide optimaler Länge gebunden 
haben, dissoziieren sie vom PLC und verlassen das ER [158]. Durch Coat protein complex 
II (COPII)-beschichtete Vesikels und das cis-Golgi Netzwerk gelangen die Peptid-MHC 







ER Aminopeptidasen (ERAPs) sind an der finalen Prozessierung von viralen sowie 
parasitären Peptiden beteiligt, die über MHC Klasse I Moleküle an CTLs präsentiert 
werden. Über die Bedeutung dieser Peptidasen in der Prozessierung von Tumor-
assoziierten Peptidepitopen ist jedoch bislang wenig bekannt. 
Daher war ein Ziel dieser Arbeit, den Einfluss von ERAP1 auf die Erkennung der 
Melanomzellen durch CTLs zu analysieren. Diese Untersuchungen sollten im autologen 
Tumor-CD8
+
 T-Zell System des Melanompatienten Ma-Mel-86 durchgeführt werden. In 
Zelllinien aus verschiedenen Metastasen dieses Patienten sollte zunächst eine stabile 
Herabregulation von ERAP1 etabliert werden, um in einem weiteren Schritt die 
Auswirkungen der ERAP1 Herabregulation in den Melanomzellen auf die autologe T-
Zellerkennung untersuchen zu können. 
Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Kenntnisse über die Regulation der 
Peptidasen ERAP1 und ERAP2 in Melanomzellen zu erhalten. Da derzeit die 
immunmodulierenden Eigenschaften von Chemotherapeutika intensiv untersucht werden, 
sollte der Einfluss von Doxorubicin auf die ERAP1 und ERAP2 Expression bestimmt 
werden. Dazu sollte sowohl die Promotoraktivität beider Aminopeptidasen als auch die 
mRNA- und Proteinexpression nach Doxorubicinbehandlung bestimmt werden. Des 
Weiteren sollten mögliche Signalwege charakterisiert werden, welche die ERAP1 und 
ERAP2 Expression nach Zytostatikabehandlung regulieren können. 
 
.
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5 Material und Methoden 
5.1 Material 
 Zellen 5.1.1
Zelllinie Ursprung/Charakteristika Quelle 
HCT116 Humanes Kolon Karzinom/Zelllinie Bert Vogelstein, 
John Hopkins Universität 
HCT116 p53
-/-
 Humanes Kolon Karzinom/Zelllinie Bert Vogelstein, 
John Hopkins Universität 
Ma-Mel-47 Humanes Melanom/Zelllinie AG Paschen, 
 Klinik für Dermatologie, 
Universitätsklinikum Essen [160] 
Ma-Mel-61a Humanes Melanom/Zelllinie AG Paschen, 
 Klinik für Dermatologie, 
Universitätsklinikum Essen 
Ma-Mel-61b Humanes Melanom/Zelllinie AG Paschen, 
 Klinik für Dermatologie, 
Universitätsklinikum Essen 
Ma-Mel-61f Humanes Melanom/Zelllinie AG Paschen, 
 Klinik für Dermatologie, 
Universitätsklinikum Essen 
Ma-Mel-61g Humanes Melanom/Zelllinie AG Paschen, 
 Klinik für Dermatologie, 
Universitätsklinikum Essen 
Ma-Mel-61h Humanes Melanom/Zelllinie AG Paschen, 
 Klinik für Dermatologie, 
Universitätsklinikum Essen 
Ma-Mel-86a Humanes Melanom/Zelllinie AG Paschen, 
 Klinik für Dermatologie, 
Universitätsklinikum Essen [161] 
Ma-Mel-86b Humanes Melanom/Zelllinie AG Paschen, 
 Klinik für Dermatologie, 
Universitätsklinikum Essen [161] 
Ma-Mel-86c Humanes Melanom/Zelllinie AG Paschen, 
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Zelllinie Ursprung/Charakteristika Quelle 
 Klinik für Dermatologie, 
Universitätsklinikum Essen 
Ma-Mel-86f Humanes Melanom/Zelllinie AG Paschen, 
 Klinik für Dermatologie, 
Universitätsklinikum Essen 
UKRV-Mel-15a Humanes Melanom/Zelllinie [162] 
1A/39 CD8
+
T-Lymphozyten/T-Zell Klon Silke Lubojanski 
AG, Dr. Thomas Wölfel, 




T-Lymphozyten/T-Zell Klon Silke Lubojanski  
AG, Dr. Thomas Wölfel,  




T-Lymphozyten/T-Zell Klon Silke Lubojanski  
AG, Dr. Thomas Wölfel,  




T-Lymphozyten/T-Zell Klon Silke Lubojanski  
AG, Dr. Thomas Wölfel,  




One Shot TOPTEN (Invitrogen): chemisch kompetente Escherichia coli (E. coli) 
 Oligonukleotide 5.1.2
Oligonukleotid-Primer für PCR 
Primer 
Primer-Sequenz 









ata aga ggt acc acc gta 
gtt gag tct tgg aac 
KpnI 1745 bp 61 °C 
ERAP1_AS 
ata aga aag ctt ctc acc ctt 
gcg ccg 
HindIII  61 °C 













ata aga ggt acc tgg gag 
gat cat ttg agc tc 
KpnI 1081 bp 68 °C 
ERAP2promotor 
antisense B 
ata aga ctc gag cat gct 
gct gca gat ttg ac 
XhoI  68 °C 
 
Small interfering RNA (siRNA) Oligonukleotide 
Name Sequenz 5'  3' Firma 
ERAP1 sense 2 GCU AUU ACA UUG UGC AUU A dTdT EUROGENTEC 
ERAP1 antisense 2 UAA UGC ACA AUG UAA UAG C dTdT EUROGENTEC 
ERAP1 sense 3 GGG CAA GUC UCA UUA ACA A dTdT EUROGENTEC 
ERAP1 antisense 3 UUG UUA AUG AGA CUU GCC C dTdT EUROGENTEC 
ERAP1 sense 4 CAA GAU AAA UCA AGC AGA U dTdT EUROGENTEC 
ERAP1 antisense 4 AUC UGC UUG AUU UAU CUU G dTdT EUROGENTEC 
ERAP1 sense 5 GAU AGU AUG GCA AGU AUU U dTdT EUROGENTEC 
ERAP1 antisense 5 AAA UAC UUG CCA UAC UAU C dTdT EUROGENTEC 
Negativ KO 
siRNA sense 
UUC UCC GAA CGU GUC ACG U dTdT Qiagen 
Negativ KO 
siRNA antisense 
ACG UGA CAC GUU CGG AGA A dTdT Qiagen 
 
small hairpin RNA (shRNA) Oligonukleotide 
Name Sequenz  5'  3' Hersteller 
ERAP1_shRNA_sense ACC TCG CTA TTA CAT TGT GCA 
TTA TCA AGA GTA ATG CAC AAT 
GTA ATA GCT T 
eurofins MWG GmbH 
ERAP1_shRNA_antis CAA AAA GCT ATT ACA TTG TGC 
ATT ACT CTT GAT AAT GCA CAA 
TGT AAT AGC G 
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TaqMan Gene Expression Assay (20x) für real-time PCR von Applied Biosystems 
Name Applied Biosystems Ref. Fluorophor/Quencher 
ERAP1 Hs00429970_m1 FAM/MGB 
ERAP2 Hs01073631_m1 FAM/MGB 
GAPDH 4352934E FAM/MGB 
HERPUD1 Hs01124269_m1 FAM/MGB 
 Plasmide 5.1.3
Name Quelle Verwendungszweck 
psiRNA-h7SK-GFPzeo InvivoGen Leerplasmid für shRNA 
Expression 




Christin Seifert ERAP1 shRNA 
Expression 
pGL4.10[luc2] Vektor Promega Leerplasmid, 
Promotoranalysen, 
Luziferase Firefly 






pGL4.10+ERAP1 Promotor 1745 bp Christin Seifert Promotoranalysen, 
Luziferase Firefly 
pGL4.10+ERAP2 Promotor Christin Seifert Promotoranalysen, 
Luziferase Firefly 
pGL4.13 (CMV Promotor) Promega Promotoranalysen, 
Positivkontrolle, 
Luziferase Firefly 
pGL4.74 (HSV-TK Promotor) Promega Promotoranalysen, 
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 Restriktionsenzyme 5.1.4
Name Hersteller Schnittstelle 
5'  3' 
3’  5’ 
Aktivität [U/µl] 
BbsI  































 Ligase, Reverse Transkriptase und DNA-Polymerasen 5.1.5







Applied Biosystems Reverse 
Transkription 
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 Antikörper 5.1.6
Antikörper und Kits für ELISA und ELISPOT 
Antikörper Hersteller Verwendungszweck 
mAK 1-D1K, 1 mg/ml MABTECH AB IFN-γ ELISA, ELISPOT 
mAK 7-B6-1-Biotin MABTECH AB IFN-γ ELISA, ELISPOT 
ELISA für Humanes Interleukin-6 (mAK 
13A5, (1mg/ml), biotinylierter mAK 
39C3 (1mg/ml), rekombinantes humanes 
IL-6 Standard)  
MABTECH AB IL-6 ELISA 
 
Antikörper für Western Blot 





PILS/ARTS1 Antikörper  
Ziege 
polyklonaler AK 
110 R&D SYSTEMS 
Anti-human ERAP2 (3F5) Maus mAK  110 Hybridom 3F5 
GAPDH (14C10)  Kaninchen mAK 37 Cell Signaling 
IRF-1 (C-20) Kaninchen 
polyklonaler AK 
48 Santa Cruz 
Biotechnology 
IRF-2 (TQ-5) Maus mAK 50 Santa Cruz 
Biotechnology 
IRF-3 (D83B9) Kaninchen mAK 45/55 Cell Signaling 
IRF-7 Antibody Kaninchen 
polyklonaler AK 
65 Cell Signaling 
Purified Mouse Anti-Human 
ISGF3γ (IRF9) 
Maus mAK 48 BD Biosciences 
ISG15 Antibody Maus mAK 15 Hybridom 
NFB p50 (H-119) Kaninchen 
polyklonaler AK 
50 Santa Cruz 
Biotechnology 
NFB p65 (F-6) Maus mAK 65 Santa Cruz 
Biotechnology 
p21 (F-5) Maus mAK 21 Santa Cruz 
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Kaninchen mAK 84/91 Cell Signaling 
Phospho-STAT3 (Tyr705) 
(D3A7) 
Kaninchen mAK 79/86 Cell Signaling 
Pmel17 (K-18) (gp100) Ziege 
polyklonaler AK 
76/100 Santa Cruz 
Biotechnology 
STAT1 (9H2) Maus mAK 84/91 Cell Signaling 
STAT3 Antikörper Maus 
polyklonaler AK 
79/86 Cell Signaling 
Donkey anti-goat IgG-HRP ECL, Esel 
polyklonaler AK 
anti-Ziege 




 Anti-rabbit IgG, 
Horseradish Peroxidase 







Goat Anti-Mouse IgG2a (γ2a 





- Southern Biotech 
Peroxidase-conjugated 
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Antikörper für Durchflusszytometrie 
1. Antikörper bzw. Isotyp-Kontrolle Antigen Isotyp einzusetztende 
Menge des AK 
Anti-Melanoma-PE, human (MCSP) 
(Miltenyi Biotec) 
CSPG4 Maus IgG 3 µl 
bulk monoclonal Antibody HLA-A1, 




Maus IgM 1 µl 
Hybridomüberstand W6/32 HLA Klasse I Maus IgG 5 µl 
Hybridomüberstand B1.232 HLA-B/C Maus IgG 20 µl 




Maus IgG 3 µl 
 
2. Antikörper  Antigen Verdünnung 





AffiniPure F(ab’)2 Fragment Goat 
Anti-Mouse IgG (H+L) (DIANOVA) 
Maus IgG 1:2 1 µl 
F(ab')2-Fragment Esel anti- Maus 
IgM - Cy3 (DIANOVA). 
Maus IgM 1:10 2 µl 
 Zytokine 5.1.7
Zytokine Hersteller Verwendungszweck 
IL-2 (22 MIU/1,3 mg) Chiron Corporation CD8
+
 T -Zellstimulierung 
rekombinantes humanes 
IFN-γ 
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 Medien, Zusätze, Testsysteme 5.1.8
Produkt Hersteller Verwendungszweck 
Ampicillin SIGMA-ALDRICH Klonierung 
AIM V® Medium Invitrogen Zellkultur 
BCIP
®
/NBT Liquid Substrate 
System 
SIGMA-ALDRICH IFN- ELISPOT 
DNase I, RNase-free Qiagen RNA-Isolierung 
Deoxynucleotide Mix STRATAGENE PCR 
Dual-Glo Luciferase Assay System Promega Promotor Luciferase Test 




Expand High Fidelity PCR System Roche PCR für Sequenzierung und 
Klonierung 
ExtrAvidin-Alkaline Phosphatase SIGMA-ALDRICH IFN- ELISPOT 




GeneJET Plasmid Miniprep Kit Fermentas Plasmid-Minipräpartion 
O’GeneRuler TM 1 kb DNA Ladder Fermentas Gelelektrophorese 
HiSpeed Maxi Prep Kit Qiagen Plasmid-Maxipräparation 
Lipofectamine 2000 Transfection 
Reagent 
Invitrogen Transfektion 





Fermentas Gelelektrophorese Proteine 
Penicillin/Streptomycin (100x) 
(Penicillin10000 U/ml, 
Streptomycin 10 mg/ml) 




Alkaline Phosphatase Yellow 
(pNPP) Liquid Substrate System 
for ELISA 
SIGMA-ALDRICH ELISA 
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Produkt Hersteller Verwendungszweck 
5x Reporter Lysis buffer Promega Zelllyse für Promotor 
Luciferase Test 
RNeasy Plus Mini Kit Qiagen RNA-Isolierung 




TaqMan Universal PCR Master 
Mix (2x) 
Applied Biosystems Real time PCR 




X-tremeGENE siRNA Transfection 
Reagent 
Roche siRNA Transfektion 





Electrophoresis Purity Reagent 30 % 
BIO-RAD 
Agar-Agar (Select Agar) Invitrogen 
Agarose SIGMA-ALDRICH 
Ammonium persulfate, for electrophoresis 98 % SIGMA-ALDRICH 
Bovines Serum Albumin (2 mg/ml) BIO-RAD 
Bovines Serum Albumin Typ H1 (BSA) GERBU 
Bromphenolblau SIGMA-ALDRICH 
Dimethylsulfoxid (DMSO) MERCK 
1,4-Dithiothreitol (DTT) BOEHRINGER MANNHEIM GmbH 
Doxorubicin SIGMA-ALDRICH 
Essigsäure 100 % (Eisessig) MERCK 
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Bezeichnung Hersteller 
Ethanol VWR, AnalaR NORMAPUR 
Ethidiumbromid SIGMA-ALDRICH 




Luminol sodium salt SIGMA-ALDRICH 
Magnesiumchlorid-Hexyhydrat (MgCl2) ROTH 
β-Mercaptoethanol MERCK 
Methanol Fluka, MERCK 
Milchpulver, Blotting grade ROTH 
Natriumnitrat (NaN3) Fluka 
Natriumchlorid (NaCl) Fluka 
Natriumlaurylsulfat DAB10 (SDS) GERBU 
N-N´-methylene-bis-acrylamide Electrophoresis 
Purity Reagent 30 % 
BIO-RAD 
N, N, N´, N´-Tetramethylethylenediamine 
Electrophoresis Reagent (TEMED) 
SIGMA-ALDRICH 
Para-Hydroxycoumarinsäure SIGMA-ALDRICH 
Ponceau solution SIGMA-ALDRICH 
Tris (Trizma Base) AppliChem 
Tris-HCl (Trizma Hydrochloride) SIGMA-ALDRICH 
Triton X GERBU 
Trypanblau 0,5 % (w/v) BIOCHROM AG 




Wasserstoffperoxid 30 % (H2O2) MERCK 
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 Einweg- und Mehrweg-Verbrauchsmaterialien 5.1.10
Bezeichnung Hersteller 
3 MM Chromatographie-Papier, Whatman® 46x57 cm GE Healthcare 
6 Well Zellkulturtestplatte TPP 
24 Well TC-Plate, sterile, with lid Greiner bio-one 
96 Well Cell Culture Plate, sterile, U-bottom, with lid Greiner bio-one 





 Tissue Culture Plate, F-
bottom, with lid 
BECTON DICKINSON 
96 Well Multi® Fast PCR Platte SARSTEDT 
96 Well MultiScreen® Filter Plates Millipore 
96 Well Microplates, half area, UV-STAR Greiner bio-one 
96 Well Microplates, PS, F-bottom Greiner bio-one 





-ECL GE Healthcare 
Amersham Hyperfilm
TM
 ECL 18x24 cm GE Healthcare 
CELLSTAR® Cell Culture Flasks, 25 cm
2
, 50 ml, PS, 
red filter cap, sterile 
Greiner bio-one 
CELLSTAR® Cell Culture Flasks, 75 cm
2
, 250 ml, PS, 
red filter cap, sterile 
Greiner bio-one 
Einfrierboxen natur, mit Einteilung GLW 
Einmalpipetten CELLSTAR 5 ml, 10 ml, 25 ml Greiner bio-one 
Glas Messpipette 5 ml, 10 ml, 20 ml Hirschmann® EM Techcolor 
Kryo-Einfrier-Behälter Nalgene 
Kryo-Röhrchen 2 ml Greiner bio-one 
MACS MS Separationssäulen  Miltenyi Biotec 
Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System BIO-RAD 
Neubauer-Zählkammer BRAND 
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Bezeichnung Hersteller 
Optical Adhesive Cover Applied Biosystems 
Pasteurpipetten unsteril Oehmen Laborbedarf 
PCR SingleCap 8er-SoftStrips 0,2 ml farblos Biozym Scientific GmbH 
Petrischalen TC 20 mm Greiner bio-one 
Pipettenspitzen 20 µl, 250 µl, 1 ml RAININ 
Pipettenstopfwatte Oehmen Laborbedarf 
PP CELLTAR® Tubes 15 ml Greiner bio-one 
PP CELLTAR® Tubes 50 ml Greiner bio-one 
Reaktionsgefäße 0,5 ml Eppendorf 
Reaktionsgefäße 1,5 ml Eppendorf 
Reaktionsgefäße 2 ml Eppendorf 
Zellschaber, 28 cm Greiner bio-one 
 Laborgeräte 5.1.11
Geräte Hersteller 
Autoklav VX-95 Systec 
Biofuge pico Heraeus Instruments 
Brutschrank B 20 Heraeus Instruments 
CO2 Brutschrank BINDER 
Dark Hood DH-40/50 biostep 
Durchflusszytometer GALLIOS Beckmann Coulter 
Enduro Power Supplies Labnet 
Eismaschine AF100 Scotsman 
infiniteM200 TECAN 
Inverses Labormikroskop WILOVERT Standard Hund Wetzlar 
Gelelektrophorese Kammer SUB-CELL® GT BIO-RAD 
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Geräte Hersteller 
Gekühlte Mikroliterzentrifuge Z 216 MK Hermle Labortechnik 
Gene Pulser X cell  BIO-RAD 
Kühl-/Gefrierschrank 4°C / -20°C /-80°C LIEBHERR, Heraeus 
Mikroskop LEICA DMLS Leica 
Mikrowelle 700 SEVERIN 
Mini Trans-Blot Cell, Western Blot System BIO-RAD 
Mini Zentrifuge MCF-2360 Laboratory & Medical Supplies 
MIXER UZUSIO VTX-3000L Laboratory & Medical Supplies 
MULTIFUGE 3 S-R Heraeus Instruments 
Multifunktionaler Wärme-/Trockenschrank FED240 BINDER 
pH 510 CyberScan EUTECH INSTRUMENTS 
Peltier Thermal Cycler BIO-RAD 
PIPETTE PLUGGER BELLCO Biotechnology 
Pipette LTS 0,5-10 µl RAININ 
Pipette LTS 10-100 µl RAININ 
Pipette LTS 100 µl-1 ml RAININ 
Pipette Mehrkanal LTS 20-200 µl RAININ 




Real-Time PCR System StepOnePlus Applied Biosystems 
Rollator TRM 50 IDL GmbH & Co, KG 
Röntgenkassette 18x24 cm Dr. Goos Suprema GmbH 
Rühr-/Heizplatte IKA-COMBIMAG RCT Janke & Kunkel KG  
Schüttler MAXQ4000 Thermo SCIENTIFIC 
Sterile Werkbank BIOWIZARD Xtra KOJAIR 
Sterile Werkbank HERASAFE KS Thermo SCIENTIFIC 
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Geräte Hersteller 
Thermomixer compact Eppendorf 
TITRAMAX 100 Heidolph 
Vollautomatischer Pipettenspüler PSD Hölzel 
VORTEMP 56 Labnet 
Waage ALJ 220-5DNM KERN & Sohn GmbH 
Waage EW6000-1M KERN &Sohn GmbH 
Wasserbad GFL Fischer & Rintelen GmbH 
Zentrifuge ROTANTA 460R Hettich 
 Medien 5.1.12
Medien für eukaryotische Zellkulturen 
RPMI1640: (Roswell Park Memorial Institute) Dieses Medium enthält L-
Glutamin und wurde für die Zellvermehrung eukaryotischer Zellen 
mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin versetzt. 
 
AIM V® Medium: Dieses Medium enthält L-Glutamin, 50 µg/ml Streptomycinsulfat 
und 10 µg/ml Gentamycin. Es diente der Kultivierung von T-
Lymphozyten. Es wurden 10% humanes Serum, 1% 
Penicillin/Streptomycin und 250 IU/ml IL-2 hinzugefügt. 
 
Einfriermedium: 90%   FCS 
 10%  DMSO 
 
Medium für Bakterienkulturen 
LB-Medium: 10 g  Trypton/Pepton aus Casein 
 5 g  Hefeextrakt 
 10 g   NaCl 
 mit Aqua dest. auf 1 l aufgefüllt und autoklaviert 
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LBZeocin-Medium: LB-Medium mit Zusatz von 100 µg/ml Zeocin  
 
LBAmpicillin-Medium: LB-Medium mit Zusatz von 150 µg/ml Ampicillin  
 
LB-Agar: 12-14 g Agar-Agar 
 10 g  Trypton/Pepton aus Casein 
 5 g  Hefeextrakt 
 10 g   NaCl 
 mit Aqua dest. auf 1 l aufgefüllt, autoklaviert und in Petrischalen 
gegossen 
 Puffer und Lösungen für Gelelektrophorese 5.1.13
50x TAE:  242 g  Tris-Base 
   57,1 ml Eisessig 
   100 ml  0,5 M EDTA pH8 
   mit Aqua dest. auf 1 l aufgefüllt 
 
1%iges Agarosegel: 1,2 g  Agarose 
   120 ml  1x TAE-Puffer 
   3 µl  Ethidiumbromid 
 
DNA-Probenpuffer: 30%   Glycerin (3 ml Glycerin + 7 ml Aqua dest.) 
 (6x)  0,25%  Bromphenolblau (25 mg)  
 Puffer und Lösungen für die Zellkultur und Zellanalyse 5.1.14
2 x Trypsin/EDTA: wurde zum Ablösen adhärenter eukaryotischer Zellen vom 
Kulturgefäß verwendet, 10 x Trypsin/EDTA wurde in sterilem Aqua 
dest. auf 2 x verdünnt 
 
Trypanblau:  für Zellzahlbestimmung 
3,6 ml  Trypanblau 
   6,4 ml  1x DPBS 
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Mini MACS Puffer: 1x  DPBS 
   2 mM  EDTA  
   0,5%  BSA 
 
FACS-Puffer:  500 ml  1x DPBS 
   50 ml  FCS 
 
3,7% Formaldehyd: 450 ml  1x DPBS 
   50 ml  37%iges Formaldehyd 
 Puffer und Lösungen für Proteinisolierung und Western Blot 5.1.15
Triton X-Lysispuffer:   50 mM Trizma-Base 
     50 mM  NaCl 
     5 mM  MgCl2 
     0,1%  Triton X 
 
10% SDS:    50 g   SDS  
500 ml  Aqua dest. 
 
10 % Ammoniumpersulfat:  1 g   Ammoniumpersulfat 
10 ml   Aqua dest. 
 
1,5 M Tris (pH 8,8):   90,85 g Trizma Base 
(für Trenngel)    20 ml  10% SDS 
     mit Aqua dest. auf 500 ml aufgefüllt 
 
1 M Tris (pH 6,8):   15,15 g  Trizma Base 
(für Sammelgel)   10 ml  10% SDS 
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10%iges Trenngel:   1,9 ml  H2O 
1,7 ml  30% Acrylamid Mix 
1,3 ml  1,5 M Tris (pH 8,8) 
0,05 ml 10% SDS 
0,05 ml 10% Ammoniumpersulfat 
0,002 ml TEMED 
 
Sammelgel:    0,68 ml H2O 
0,17 ml 30% Acrylamid Mix 
0,13 ml 1 M Tris (pH 6,8) 
0,01 ml 10% SDS 
0,01 ml 10% Ammoniumpersulfat 
0,001 ml TEMED 
 
4x Probenpuffer:   0,25 M  Tris-HCL pH6,8 
(nach Laemmli)   8%  SDS 
     40%  Glycerin 
     20%  β-Mercaptoethanol 
     Spatelspitze Bromphenolblau 
 
10x Laufpuffer:   60 g  Trizma Base  
     20 g  SDS 
     288 g  Glycin 
     mit Aqua dest. auf 2 l aufgefüllt 
 
1x Laufpuffer:   100 ml  10x Laufpuffer 
     mit Aqua dest. auf 1 l aufgefüllt 
 
10x Blotpuffer:   60 g  Trizma Base 
     7,48 g  SDS 
     290 g  Glycin 
     mit Aqua dest. auf 2 l aufgefüllt 
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1x Blotpuffer:    100 ml  10x Blotpuffer 
     200 ml  Methanol 99% 
     mit Aqua dest. auf 1 l aufgefüllt 
 
0,1% Waschpuffer:   2 ml  Tween20 
     2 l   1x DPBS 
 
5%ige Magermilch:   5 g  Magermilchpulver 
     100 ml  0,1% Waschpuffer 
 
5%iges BSA:    5 g  Bovines Serum Albumin 
     100 ml  0,1% Waschpuffer 
 
Lösung A:    im Kühlschrank lagern 
     200 ml  0,1 M Tris-HCl pH 8,6 
     50 mg   Luminol 
 
Lösung B:    bei Raumtemperatur dunkel lagern 
     11 mg   para-Hydroxycoumarinsäure 
     10 ml  Dimethylsulfoxid 
 
ECL-Detektionsreagenz:  4 ml  Lösung A 
     1,2 µl  30% H2O2 
     400 µl  Lösung B 
 Puffer und Lösungen für ELISA bzw. ELISPOT 5.1.16
DPBS-Tween20:   200 ml  10x DPBS 
     1 ml  Tween 20 
     mit Aqua dest. auf 2 l aufgefüllt 
 
DPBS / 0,5% BSA:   50 ml  1x DPBS 
     0,25g  BSA 
 
Material und Methoden 
 49 
Salines-Tween20:   0,9%  NaCl 
     0,05%  Tween20 
5.2 Methoden 
 Kultivierung von Melanomzelllinien 5.2.1
Auftauen von Zelllinien 
Die Zellen wurden aus dem Stickstofflager entnommen und im 37°C Wasserbad aufgetaut. 
Anschließend wurden diese in 10 ml kaltes RPMI1640-Medium mit 10% FCS und 1% P/S 
überführt und 7 min bei 1200 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das 
Zellpellet in 10 ml frischem Medium resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde danach in 
eine mittlere Kulturflasche (75 cm
2
) überführt und mit 10 ml Medium aufgefüllt. Die 
Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO2. 
 
Passagieren einer Zelllinie 
Die adhärenten Zellen wurden in RPMI1640 Medium mit 10% FCS und 1% P/S bei 37°C 
und 5% CO2 kultiviert. Das Nährmedium enthielt Phenol-Rot als pH-Indikator, der bei 
Ansäuerung des Nährmediums durch Stoffwechselprodukte der Zellen von rot (pH>8,2) 
nach gelb (pH>6,8) umschlägt. Dadurch konnte der Nährstoffverbrauch erkannt und ein 
Passagieren der Zellen, in der Regel nach 4-5 Tagen, durchgeführt werden. Das 
verbrauchte Nährmedium wurde aus der Kulturflasche abgezogen und der Zellrasen mit 10 
ml 1x DPBS gewaschen. Anschließend wurde der adhärente Zellrasen mit 1,5-2 ml 2x 
Trypsin/EDTA bedeckt. Nach einigen Minuten Einwirkzeit konnten die Zellen durch 
leichtes Klopfen abgelöst werden. Diese wurden dann in 10 ml Medium aufgenommen und 
7 min bei 1200 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde anschließend verworfen und das 
Zellpellet in 10 ml neuem Medium aufgenommen. Je nach Zelllinie wurden 0,5-3 ml der 
Zellsuspension in eine neue Zellkulturflasche mit 20 ml Medium überführt und die Zellen 
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Zellzahlbestimmung 
Zur Zellzahlbestimmung wurde die Neubauer Zählkammer verwendet. Es wurden ca. 10 µl 
von einer in Trypanblau 1:10 verdünnten Zellsuspension unter das Deckglas gegeben und 4 
Großquadrate ausgezählt. Die Zellzahl pro µl wurde nach folgender Formel errechnet. 
 
Zellzahl pro µl = 
 
 
Einfrieren von Zelllinien 
Das Medium wurde aus der Kulturflasche entnommen und der Zellrasen mit 10 ml 1x 
DPBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in 1,5-2 ml Trypsin/EDTA inkubiert 
und abgelöst. Diese wurden danach in 10 ml RPMI1640 mit 10% FCS und 1% P/S 
aufgenommen und 7 min bei 1200 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, 
die Zellen in 1-1,5 ml Einfriermedium resuspendiert und in beschriftete Einfrier-
Kryoröhrchen überführt. Diese wurden in Isopropanol gekühlte Einfrierboxen gegeben, 
welche ein schonendes Einfrieren der Zellen bis auf –80°C erlauben. Die Zellen wurden 
für 2-4 Tage bei -80°C aufbewahrt, bevor sie in die Flüssigstickstoff-Tanks überführt 
wurden.  
 
Klonierung der shRNA exprimierenden Melanomzellen 
Die Klonierung der stabil transfizierten Melanomzellen erfolgte in 96 Wellplatten mit 
Flachboden. In jedes Well wurden 0,33 Melanomzellen in 200 µl RPMI1640 mit 10% 
FCS, 1% P/S und 400 µg/ml Zeocin gegeben. Wöchentlich wurden 100 µl des alten 
Mediums verworfen und durch Neues ersetzt. Nachdem Einzelkolonien der Tumorzellen 
wuchsen, wurden diese zunächst in 6 Wellplatten und in einem weiteren Schritt in mittlere 
Kulturflaschen mit Selektionsmedium überführt. 
 Kultivierung von CD8+ T-Lymphozyten 5.2.2
Isolierung von CD8
+
 T-Lymphozyten aus PBMC 
Es wurden kryokonservierte mononukleäre Zellen des peripheren Blutes (Peripheral Blood 
Mononuclear Cells – PBMC) eines Patienten aufgetaut, mit 10 ml RPMI1680 Medium und 
10 ml Mini MACS Puffer gewaschen und 7 min bei 1200 U/min zentrifugiert. Das 
ausgezählte Zellen 
4 Großquadrate x 1 mm
2
 x 0,1 mm Kammertiefe x 1:10 Verdünnung 
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Zellpellet wurde dann in 10 ml Mini MACS Puffer resuspendiert und die Zellzahl 
bestimmt. Je 1x10
7
 PBMCs wurden mit 15 µl CD8 MicroBeads (Miltenyi Biotec) in 500 
µl Mini MACS Puffer für 15 min bei 4°C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen mit 2 
ml Mini MACS Puffer pro 1 x 10
7
 Zellen gewaschen und 7 min bei 1200 U/min 
zentrifugiert. Maximal 1x10
8
 Zellen wurden in 500 µl Mini MACS Puffer resuspendiert 
und in eine mit 500 µl Mini MACS Puffer kalibrierte MS MACS Separation Column, die 
im OctoMACS Zellseparator Magnet eingebracht war, überführt. Die Säule wurde 
anschließend drei Mal mit 500 µl Mini MACS Puffer gewaschen und danach aus dem 
Magnetfeld des OctoMACS Zellseparators genommen. Die Isolierung der CD8
+
 Zellen 
erfolgte, indem 1ml Mini MACS Puffer der Säule zugeführt und mit einem Stempel durch 
die Säule gedrückt wurde. 
 
Primäre Stimulierung von CD8
+
 T-Lymphozyten 
Es wurden 1-2 x 10
6
 Zellen in 1ml AIM V® Medium mit 10% humanen AB Serum und 
1% P/S (T-Zellmedium) resuspendiert und in ein Well einer 24 Well-Platte gesetzt. Pro 
Well kamen 1 x 10
5
 mit 100 Gray bestrahlte Melanomzellen in 1 ml AIM V® Medium 
hinzu. Am Folgetag wurde je 1 ml Medium pro Well entfernt und 1 ml frisches T-





Die erste Restimulierung der CD8
+
 T-Lymphozyten erfolgte 5 Tage nach der primären 





Lymphozyten wurden in 1 ml T-Zellmedium mit 250 IU/ml rekombinantem humanen IL-2 
resuspendiert. Hinzu kamen je 1 x 10
5
 Melanomzellen in 1 ml T-Zellmedium mit 250 





Die Restimulierung der CD8
+





Lymphozyten in 1 ml Medium mit 250 IU/ml rekombinantem humanen IL-2 wurden in ein 
Well einer 24-Wellplatte gesetzt. Hinzu kamen 2 x 10
5
 mit 100 Gray bestrahlte EBV-B 
Zellen und 1 x 10
5
 ebenfalls mit 100 Gray bestrahlte Melanomzellen in 1 ml T-Zellmedium 
mit 250 IU/ml rekombinantem humanen IL-2. 
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 RNA-Isolierung, Reverse Transkription und Polymerase Kettenreaktion 5.2.3
RNA-Isolierung aus Zelllinien 
Das Medium der Zellkultur wurde verworfen und die adhärenten Zellen zunächst mit 10 
ml 1x DPBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit 1,5 ml 2x Trypsin/EDTA 
abgelöst und in Medium aufgenommen. Nach 7 minütiger Zentrifugation bei 1200 U/min 
wurden die Zellen in 10 ml 1x DPBS resuspendiert und nochmals pelletiert. Mit dem 
gewonnenen Zellpellet wurde die RNA-Isolierung mittels RNeasy Plus Mini Kit und 
DNase I, RNase-free Set der Firma QIAGEN durchgeführt. Der DNase-Verdau erfolgte 
auf der RNeasy mini spin-Säule während der RNA Isolierung. Nachdem die RNA auf die 
Säule gebunden hatte, wurde diese mit 350 µl RW1 Puffer gewaschen und 15 s bei 13000 
U/min zentrifugiert. Anschließend wurde die gebundene RNA für 15 min bei 
Raumtemperatur mit 80 µl RNase-freier DNase (10 µl RNase-freie DNase Stammlösung + 
70 µl RDD-Puffer) inkubiert. Danach wurde die RNeasy mini spin-Säule mit 350 µl RW1-
Puffer gewaschen. Der weitere Ablauf der RNA-Isolierung erfolgte nach dem Protokoll 
des RNeasy Plus Mini Kits. 
 
Konzentrationsbestimmung von RNA 
Um die Konzentration der RNA berechnen zu können, wurde eine OD260 nm –Messung mit 
dem infinite M200 (TECAN) durchgeführt. Dafür wurden die Proben 1:50 verdünnt. Der 
Berechnung der RNA-Konzentration liegt das Lambert Beer Gesetzt zu Grunde. Die 
Konzentration wurde nach folgender Formel berechnet: 
 
OD260 nm x 40 µg/ml x Verdünnung / 1000 = RNA µg/µl 
 
Reverse Transkription (RT) 
Durch das Enzym Reverse Transkriptase konnte aus RNA cDNA synthetisiert werden. 
Mittels Random Primern, eine Mischung aus einzelsträngigen Hexanukleotiden zufälliger 
Sequenz mit 3'-Hydroxylenden, die an die mRNA binden, konnten diese in cDNA 
umgeschrieben werden. Die Reverse Transkription wurde mit dem High-Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) durchgeführt. Für die Synthese der cDNA 
wurde 1 µg mRNA eingesetzt. Für die Reverse Transkription wurde der Peltier Thermal 
Cycler (BIO-RAD) verwendet. 
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Ansatz für die Reverse Transkription 
 
10x RT Puffer    2 µl 
25x dNTP Mix (100 mM)  0,8 µl 
10x RT Random Primer  2 µl 
MS Reverse Transkriptase  1 µl 
RNase Inhibitor   1 µl 
Aqua dest.    3,2 µl 
1 µg RNA + Aqua dest.  10 µl 
 
Programm für Reverse Transkription 
 
10 min   25°C 
120 min  37°C 
5 min   85°C 
Kühlung  4°C 
 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Bei der PCR werden DNA-Fragmente durch eine thermostabile DNA-Polymerase 
repliziert. Mittels spezifischer komplementärer Primersequenzen werden ausgewählte 
Sequenzen definierter Länge amplifiziert. Der PCR-Ablauf selbst besteht aus drei 
Reaktionsschritten, der DNA-Denaturierung, dem Primer-Annealing und der Elongation, 
welche zyklisch wiederholt werden. Für die PCR wurde der Peltier Thermal Cycler (BIO-
RAD) verwendet. 
 
Amplifikation des ERAP1 Promotors (1745 bp) mit der VELOCITY
TM 
DNA Polymerase  
 
5x Hi-Fi Reaction Puffer  10 µl 
10 mM dNTPs   5 µl 
10 µM ERAP1promotor sense B 2 µl 
10 µM ERAP1_AS   2 µl 
VELOCITY DNA Polymerase 1 µl 
DMSO    1,5 µl 
Aqua dest. + gDNA (500ng)  28,5 µl 
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PCR Programm für die Amplifikation des ERAP1 Promotors (1745 bp) 
 
Initialdenaturierung 2 min   98°C 
Denaturierung  30 s  98°C 
Primer-Annealing 30 s  61°C 
Elongation  1 min  72°Cf 
Finale Elongation 10 min  72°C 
Kühlung     4°C 
 
Amplifikation des ERAP2 Promotors mit dem Expand High Fidelity PCR System 
 
5x EHR Puffer   5 µl 
10 mM dNTPs   1 µl 
10 µM ERAP2promotor sense A 5 µl 
10 µM ERAP2promotor antisense B 5 µl 
Expand HiFi
Plus
 Enzym  0,75 µl 
gDNA     4 µl 
Aqua dest.    29,25 
 
Das PCR Programm für die Amplifikation des ERAP2 Promotors 
 
Initialdenaturierung 2 min   94°C 
Denaturierung  30 s  94°C 
Primer-Annealing 30 s  68°C 
Elongation  1,5 min 72°Cf 
Finale Elongation 7 min  72°C 
Kühlung     4°C 
 
Agarosegelelektrophorese von DNA 
Da die DNA durch ihre Phosphatgruppen negativ geladen ist, wandern DNA-Fragmente im 
elektrischen Feld zum positiven Pol. Je nach Größe der DNA-Moleküle und der 
Porengröße des Agarosegels bewegen sich diese unterschiedlich schnell. Der Lauf der 
DNA im Gel erfolgte in 1x TAE-Puffer und bei einer Spannung von 100 V. Durch einen 
mitgeführten DNA-Marker, bestehend aus Fragmenten definierter Größen, konnte die 
35 Zyklen 
35 Zyklen 
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Größe des untersuchten DNA Fragments bestimmt werden. Zur Visualisierung der DNA 
wurde Ethidiumbromid in das erwärmte und gelöste Agarosegel gegeben. Dieser Farbstoff 
lagert sich in die Doppelhelix der DNA ein (Interkalation) und fluoresziert bei einer 
Anregung unter UV-Bestrahlung mit einer Wellenlänge von 300 nm. Die 
Gelelektrophorese wurde zum einen für die Analyse von DNA-Fragmenten nach einer 
PCR und zum anderen zur Kontrolle eines Restriktionsverdaus verwendet. 
 
Es wurden 4 µl Hyperladder (DNA-Marker) und je 3 µl DNA-Probenpuffer mit 12 µl der 
DNA-Probe auf das Gel aufgetragen. 
 
Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 
Um Rückschlüsse auf die Menge einer bestimmten mRNA ziehen zu können, wurde mit 
deren cDNA eine quantitative real-time PCR durchgeführt. Diese PCR basiert auf der 
Real-Time TaqMan
TM
 PCR-Technologie und beruht auf dem Prinzip einer Standard-PCR, 
bei der es zur Aussendung von fluoreszierenden Lichtsignalen kommt. Dabei lagern sich 
spezifische Primer sowie eine spezifische Sonde, die am 5’-Ende einen fluoreszierenden 
Reporterfarbstoff und am 3’-Ende einen Quencher besitzt, an die DNA an. Kommt es zur 
Elongation der DNA, so wird der Reporterfarbstoff durch die DNA-Polymerase 
abgespalten. Ist der Reporterfarbstoff erst einmal von dem Quencher gelöst, so kann dieser 
seine charakteristische Fluoreszenz emittieren. Dabei korreliert die Menge der Lichtsignale 
mit der Menge der amplifizierten DNA. Die quantitative real-time PCR wurde mit dem 
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) durchgeführt und die 
Auswertung erfolgte über die 2
-ΔΔC
T Methode [163] mittels StepOne
TM
 Software v2.2. 
 
Real-time PCR Ansatz: 
 
20x TaqMan Gene Expression Assay 0,5 µl 
2x TaqMan Universal PCR Master Mix 5 µl  
cDNA      1 µl 
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real-time PCR Program für TaqMan Gene Expression Assays: 
 
Aktivierung des AmpliTaq Gold Enzyms 10 min  95°C 
Denaturierung     15 sec  95°C 
Annealing und Elongation   1 min  60°C 
 Klonierung von DNA Fragmenten 5.2.4
Isolierung von DNA aus Zelllinien 
Die Isolierung der DNA aus adhärenten und Suspensions-Zellen erfolgte mit dem QIAamp 
DNA Blood Mini Kit von Qiagen. 
 
Aufreinigen von PCR-Produkten 
Die Aufreinigung von PCR-Produkten zum Beseitigen von störenden Faktoren wie 
Puffern, Proteinen und Primern, wurde mit dem QIAquick PCR Purification Kit von 
Qiagen durchgeführt. 
 
Restriktionsverdau von DNA-Fragmenten und Vektoren 
Restriktionsenzyme sind die „molekularen Scheren“ der Biotechnologie. Sie können DNA 
spezifisch schneiden. Sie werden z.B. für die Präparation von DNA-Fragmenten bzw. für 
analytische Zwecke angewendet. Bei dem präparativen Verdau werden sowohl Plasmid als 
auch Insert mit den gleichen Restriktionsenzymen geschnitten. Somit entstehen zueinander 
passende Schnittstellen und eine Ligation zwischen Insert und Vektor kann durchgeführt 
werden. Bei der analytischen Restriktion wird überprüft, ob ein Insert sich erfolgreich in 
einen Vektor integriert hat. Je nach Menge der eingesetzten DNA ergibt sich die 
Zusammensetzung der Restriktionsansätze. 
 
15 µl Restriktionsansatz, präparativer Verdau des Plasmid psiRNA-h7SKGFPzeo: 
 
10x NEB-Puffer   1,5 µl 
BbsI (5 U/µl)    6 µl 
Vektor     3 µg 
auffüllen mit Aqua dest. auf  15 µl 
40 Zyklen 
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15 µl Restriktionsansatz, analytischer Verdau von psiRNA-h7SKGFPzeo-ERAP1 shRNA: 
 
10x Puffer B     1,5 µl 
SpeI (10 U/µl)    2 µl 
Vektor     0,5 µg 
auffüllen mit Aqua dest. auf  15 µl 
 
15 µl Restriktionsansatz, präparativer Verdau des Plasmid pGL4.10 für ERAP1 Promotor 
1745 bp: 
 
10x Tango Puffer   1,5 µl 
HindIII (10 U/µl)   3 µl 
KpnI (10 U/µl)    6 µl 
pGL4.10     0,5 µg 
auffüllen mit Aqua dest. auf  15 µl 
 
15 µl Restriktionsansatz, präparativer Verdau der ERAP1 Promotor 1745 bp PCR: 
 
10x Tango Puffer   1,5 µl 
HindIII (10 U/µl)   3 µl 
KpnI (10 U/µl)    6 µl 
ERAP1promotor PCR Produkt 0,3 µg 
auffüllen mit Aqua dest. auf  15 µl 
 
15 µl Restriktionsansatz, analytischer Verdau von pGL4.10+ERAP1 Promotor 1745 bp: 
 
10x Tango Puffer   1,5 µl 
HindIII (10 U/µl)   3 µl 
KpnI (10 U/µl)    6 µl 
pGL4.10+ERAP1 Promotor 1745bp 0,5 µg 
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15 µl Restriktionsansatz, präparativer Verdau des Plasmid pGL4.10 für ERAP2 Promotor: 
 
10x Tango Puffer   2 µl 
KpnI (10 U/µl)   2 µl 
XhoI (10 U/µl)    2 µl 
pGL4.10     4 µg 
auffüllen mit Aqua dest. auf  15 µl 
 
15 µl Restriktionsansatz, präparativer Verdau der ERAP2 Promotor PCR: 
 
10x Tango buffer   2,65 µl 
KpnI (10 U/µl)   2 µl 
XhoI (10 U/µl)    2 µl 
ERAP2 Promotor PCR Produkt 10 µl 
Aqua dest.    10 µl 
 
15 µl Restriktionsansatz, analytischer Verdau von pGL4.10+ERAP2 Promotor: 
 
10x Tango Puffer   1,5 µl 
KpnI (10 U/µl)   2 µl 
XhoI (10 U/µl)    2 µl 
pGL4.10+ERAP2 Promotor   0,5 µg 
auffüllen mit Aqua dest. auf  15 µl 
 
Die Restriktionsansätze wurden 4 h bei 37°C inkubiert. Die Inaktivierung der 
Restriktionsenzyme erfolgte für 20 min bei 65°C. 
 
Ligation des Inserts in den Vektor 
Bei der Ligation werden Vektor und Insert durch eine Ligase miteinander verbunden. Nach 
dem Verdau und der Aufreinigung des Inserts sowie dem Restriktionsverdau des Vektors 
erfolgte die Ligation, wobei der Vektor im Verhältnis zum Insert 1:3 nach folgender 
Berechnung eingesetzt wurde: 
 
 
ng vom Vektor x kb Größe des Inserts 
           kb Größe des Vektors 
Insert (3) 
Vektor (1) 
x molares Verhältnis = ng vom Insert 
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10 µl Ligationsansatz: 
 
Verdauter Vektor  100 ng 
Insert    x ng  
T4 DNA Ligase (3U/µl) 0,5 µl 
10x Ligationspuffer  1 µl 
auffüllen mit Aqua dest. auf 10 µl 
 
Der Ligationsansatz wurde über Nacht bei 16°C inkubiert und die Inaktivierung der T4 
DNA Ligase erfolgte für 10 min bei 70°C. 
 
Transformation des Ligationsansatzes in kompetente E. coli  
Nach der Ligation erfolgte die Transformation der DNA in kompetente E. coli (TOPTEN). 
Dabei wurden 10 µl des Ligationsproduktes auf 100 µl TOPTEN-Zellen pipettiert und 30 
min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein Hitzeschock für 30 s bei 42 °C. Nachdem 
die Zellen 2 min auf Eis abkühlten, wurden diese in 250 µl LB-Medium überführt und 1-2 
h bei 37°C geschüttelt. Anschließend wurden von dieser Transformationsreaktion 100 µl 
auf eine LBAntibiotika-Platte ausplattiert und für 24 h bei 37°C kultiviert. 
 
Plasmid-Mini-Präparation 
Es wurden zehn E. coli Kolonien von der LBAntibiotika-Platte in je 3 ml LBAntibiotika-Medium 
überführt und über Nacht bei 37°C auf dem Schüttler kultiviert. Die Plasmid-DNA Mini-
Präparation wurde mit dem GeneJET Plasmid Miniprep Kit von Fermentas durchgeführt. 
 
Plasmid- Maxi-Präparation 
Um eine höhere Konzentration an Plasmid-DNA gewinnen zu können, wurde der Mini-
Ansatz in 250-500 ml LBAntibiotika-Medium überführt und über Nacht bei 37° kultiviert. Die 
weitere Durchführung zur Gewinnung der Plasmid-DNA wurde mittels HiSpeed Plasmid 
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Berechnung der DNA-Konzentration 
Zur Berechnung der DNA-Konzentration wurde eine OD260 nm- Messung mit dem infinite 
M200 (TECAN) durchgeführt. Die Formel setzt sich, unter Berücksichtigung des Lambert 
Beer Gesetztes, wie folgt zusammen: 
 
OD260 nm x 50 µg/ml DNA x Verdünnung / 1000 = DNA µg/µl 
 Transiente und stabile Transfektion von Melanomzellen 5.2.5
Transiente siRNA Transfektion 
Zur Transfektion von siRNA in verschiedene Zelllinien wurde das X-tremeGENE siRNA 
Transfection Reagent von Roche verwendet. Die Durchführung der siRNA Transfektionen 
erfolgte nach Herstelleranleitung.  
 
Stabile Plasmid-Transfektion  
Für Plasmid-Transfektionen zur Herstellung stabiler Transfektanten wurde je nach 
Empfindlichkeit der Zelllinie Lipofectamine 2000 Transfection Reagent (Invitrogen) 
verwendet oder eine Elektroporation mit dem Gene Pulser X cell (BIO-RAD) 
durchgeführt. Dabei wurden 3 x 10 
6
 Zellen pro 200 ml Opti-MEM und 20 µg vom Vektor 
in die Elektroporationsküvette gegeben und die Elektroporation 120 ms bei 140 V 
durchgeführt. Nach 5 min bei RT wurden die Zellen in 10 ml RPMI1640 mit 10% FCS und 
Ø P/S überführt und bei 37°C und 5% CO2 weiter kultiviert. 
 Promotor-Luziferase Test 5.2.6
Bei dem Promotor –Luziferase Test werden Zellen mit einem Vektor transfiziert, in dem 
stromaufwärts eines Firefly-Luziferase Reportergens ein Zielpromotor kloniert wurde, 
welcher die Reportergenexpression steuert. Zusätzlich werden diese Zellen mit einem 
weiteren Vektor, der eine Renilla-Luziferase unter der Kontrolle eines konstitutiven 
Promotors enthält, ko-transfiziert.  
Zunächst wurden 1,5 x 10
5
 Zellen/ 2ml RPMI1640 mit 10% FCS und 1% P/S / Well in 6-
Wellplatten ausgesät und über Nacht bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Danach wurden die 
Zellen für die Negativkontrolle mit jeweils 1 µg pGL4.10[luc2], für die Positivkontrolle mit 
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pGL4.13[luc2/SV40] oder für die Analyse der ERAP1- bzw. ERAP2-Promotoraktivität mit 
pGL4.10+ERAP1 Promotor 1745 bp, pGL4.10+ERAP1 Promotor 308 bp oder 
pGL4.10+ERAP2 Promotor transfiziert. Zur Transfektion wurde das Lipofectamine 2000 
Transfektionsreagenz verwendet. Zusätzlich wurden alle Zellen mit 0,2 µg 
pGL4.74[hRluc/TK] ko-transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen für weitere 24 h entweder 
mit 500 U/ml IFN-γ oder mit 0,5 µM Doxorubicin behandelt. Anschließend wurden die 
Zellen mit 1x DPBS gewaschen und 500 µl vom 1x Reporter Lysis Puffer auf den 
Zellrasen gegeben. Nach 10 min bei -80°C wurden die lysierten Zellen bei 37°C aufgetaut 
und das Lysat in 1,5 ml Eppendorf-Tubes überführt. Es erfolgte nochmals ein Einfrieren in 
flüssigem Stickstoff. Nach dem Auftauen (bei 37°C) und Vortexen der Proben, wurden je 3 
x 60 µl einer Probe (Dreifachbestimmung) in eine weiße 96 Wellplatte (Costar) pipettiert. 
Hinzu kamen dann 60 µl Dual-Glo
TM
 Luciferase Substrat, welches das Substrat für die 
Firefly-Luziferase beinhaltete. Nach 10 min lichtgeschützter Inkubation wurde die durch 
die Aktivität der Firefly-Luziferase erzeugte Lumineszenz gemessen. Die Lumineszenz 
wurde anschließend durch die Zugabe von 60 µl eines 1:100 verdünnten Dual Glo-Stop 
&Glo Reagent gestoppt. Dieses Reagenz beinhaltet nicht nur den Quencher, der die 
Lumineszenz der Firefly-Luziferase Reaktion abfängt, sondern auch das Substrat für die 
Renilla-Luziferase. Nach 15 min Inkubation wurde die Renilla-Luziferase vermittelte 
Lumineszenz gemessen.  
 Proteinisolierung aus Zelllinien, Western Blot und Immundetektion 5.2.7
Zur Isolierung von Proteinen wurde das Zellpellet in 50-100 µl Triton X-Lysispuffer 
resuspendiert und 3 Mal bei –80°C eingefroren und aufgetaut. Anschließend erfolgten 15 
min Zentrifugation bei 13000 U/min und 4°C. Im Überstand befanden sich dann die 
gewonnenen Proteine. Um die Konzentration der Proteine über eine OD-Messung 
ermitteln zu können, musste eine Proteinstandardkurve mittels Serum Albumin (BSA von 
Biorad; 2 mg/ml) erstellt werden. Für die Verdünnungsreihe der Standardkurve wurden 
folgende BSA-Konzentrationen eingesetzt: 1,4; 1,2; 1,0; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2 µg/ml. Die 
Proteinbestimmung wurde in einer 96-Wellplatte durchgeführt. Es wurde die jeweilige 
BSA-Konzentration für die Standardkurve bzw. 1 µl der Proteinprobe mit zusätzlich 250 
µl Bradford-Reagenz (Bio-Rad Protein Assay, Kat. Nr. 500-0006) eingesetzt. Der Ansatz 
wurde 5 min bei RT inkubiert. Die Proteinkonzentration wurde bei OD595 nm gemessen, die 
Standardkurve erstellt und die Konzentration der Proteinprobe ermittelt. Anschließend 
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wurden die Volumina errechnet, die 10 µg Protein enthielten, und nach folgendem Ansatz 
mit 1x Laufpuffer und Probenpuffer vereinigt: 
 
20 µl Ansatz pro Geltasche: 5 µl   Probenpuffer 
   15 µl  x µl Protein + x µl 1x Laufpuffer 
 
Die Denaturierung der Proteine erfolgte anschließend 3 min bei 99°C. Die Proteinansätze 
wurden dann vollständig auf ein 10%iges Gel aufgetragen, welches aus einem Trenngel 
mit aufgesetztem Sammelgel bestand. Als Proteinmarker wurden 5 µl 1x Laufpuffer mit    
7 µl PageRuler
TM
Prestained Protein Ladder (Fermentas) eingesetzt. Die Proteintrennung 
erfolgte mit dem Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis System (BIO-RAD) bei 100 V für 
1-2 h in 1x Laufpuffer. 
Dem schloss sich der Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose Transfer Membran 
(AmershamTM HybondTM-ECL, GE Healthcare) an. Hierzu wurde das Gel in einem 
‚Sandwich‘ Verfahren auf die Nitrocellulose Transfer Membran gelegt (Schwamm, 3x 
Whatman-Papier, Gel, Membran, 3x Whatman-Papier, Schwamm). Das Blotten wurde mit 
dem Mini Trans-Blot Cell Western Blot System (BIO-RAD) in 1x Blotpuffer für 1-2 h bei 
100 V durchgeführt. Anschließend wurde die Membran mit Wasser gewaschen und dann 
mittels Ponceau gefärbt. Es erschienen rote Banden auf der Membran, die den Transfer der 
Proteine vom Gel auf die Membran bestätigten. Das Ponceau wurde durch mehrmaliges 
Waschen der Membran in Wasser entfernt. Anschließend wurde die Membran 1 h mit 10 
ml 5%iger Magermilch inkubiert, um freie Bindungsstellen auf der Membran zu 
blockieren. Nach dem Entfernen der Magermilch wurde die Membran 5-10 min mit 15 ml 
0,1%igem Waschpuffer gewaschen und die Immundetektion durchgeführt. Dazu wurde die 
Membran über Nacht bei 4°C mit dem ersten Antikörper inkubiert. Zur Entfernung der 
ungebundenen Antikörper folgte 3x 10 min Waschen mit 25 ml 0,1%igen Waschpuffer. 
Danach wurde der sekundäre Antikörper für 1-2 h auf die Membran gegeben. 
Anschließend wurde die Membran 3x 10 min mit 25 ml 0,1%igem Waschpuffer und 1x 5 
min mit 1x DPBS gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Entwicklung des Western Blots. 
Die Membran wurde 3 min in 4 ml ECL-Detektionsreagenz lichtgeschützt inkubiert. 
Danach wurde die Membran in Klarsichtfolie eingebettet und in der Entwicklungskammer 
fixiert. Anschließend wurde ein Röntgenfilm (Amersham Hyperfilm
TM
 ECL, GE 
Healthcare) für 1 s - 5 min auf die Membran gelegt und entwickelt. 
Material und Methoden 
 63 
 Nachweis von Zytokinen in Zellkulturüberständen 5.2.8
IFN-γ Enzyme Linked Immuno Spot Technique (IFN- ELISPOT) 
Beim IFN- ELISPOT wird die Freisetzung von IFN-γ durch einzelne Immunzellen 
detektiert, wobei jede IFN-γ sezernierende Zelle durch einen roten „Punkt“ auf der 
Membran der 96-Wellplatte visualisiert wird.  
Auf eine 96 Well Multiscreen-Platte (Millipore) wurden zunächst 15 µl 35%iges 
Ethanol/Well gegeben und anschließend 3x mit 150 µl 1x DPBS gewaschen. Die 
ELISPOT Platte wurde für 24 h bei 4°C mit 0,5 µg mAb1-D1K/ 50 µl 1x DPBS/ Well 
beschichtet. Anschließend wurde die 96-Wellplatte 3x mit 1x DPBS gewaschen. Die 
Membran der Platte wurde dann mit 120 µl RPMI1640 mit 10% FCS für 30 min bei 37°C 
blockiert. Nachdem das Medium verworfen wurde, wurden 5x 10
4
 Target-Zellen 







 T-Zellen)/50 µl RPMI1640 mit 10% FCS und 500 IU/ml IL-2 in jedes Well 
gegeben. Die ko-Kultivierung erfolgte dann 20 h bei 37°C und 5% CO2. Nach 6x Waschen 
der ELISPOT-Platte mit DPBS-Tween20, wurde diese für 2 h bei 37°C mit 0,12 µg Mab7-
B6-1-Biotin/ 60 µl DPBS/ 0,5% BSA/ Well inkubiert. Es folgte 6x Waschen mit DPBS-
Tween20. Danach wurden 100 µl von einer 1:1000 (in DPBS/ 0,5% BSA) verdünnten 
ExtrAvidin-Alkaline Phosphatase Lösung pro Well für 1 h bei RT aufgetragen. 
Anschließend wurde die ELISPOT Platte jeweils 3x 3 min mit DPBS-Tween20 und 3x 3 
min mit 1x DPBS gewaschen. Für die Entwicklung des IFN-γ ELISPOTS wurden 100 
µl/Well BCIP/NBT liquid Substrat hinzu gegeben. Nachdem Punkte auf der Membran 
sichtbar wurden, wurde die Reaktion durch Zugabe von Wasser gestoppt. 
 
IFN-γ Enzyme Linked Immunosorbent Assay (IFN-γ ELISA) 
Der IFN-γ ELISA ist ein immunologisches Nachweisverfahren von IFN-γ, welches auf 
einer enzymatischen Farbreaktion basiert. Eine 96 Well ELISA-Platte (greiner bio-one,) 
wurde mit 0,2 µg/ 100 µl 1x DPBS/ Well mAB 1-D1K beschichtet. Nach 24 h wurde die 
Platte 2x mit 1x DPBS gewaschen und anschließend 1 h bei RT mit 200 µl/ DPBS-
Tween20/ Well blockiert. Nach der Inkubation folgte 2x Waschen mit Salinen-Tween20. 
Dann wurden je 100 µl von der IFN-γ Standardverdünnungsreihe (200; 100; 50; 25; 12,5; 
6,25; 3,125 U/ml) bzw. von den Proben auf die ELISA-Platte aufgetragen und 1 h bei RT 
inkubiert. Nach 3x Waschen mit Salinen-Tween20 wurde für 1 h 0,1 µg/ 100 µl DPBS-
Tween20/ Well von mAb7-B6-1Biotin aufgetragen. Danach folgte nochmals 3x Waschen 
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mit Salinen-Tween20. Im Anschluss wurde die ELISA-Platte 1 h mit 0,1 µg/ 100 µl 
DPBS-Tween20/ Well Streptavidin-ALP inkubiert. Die enzymatische Farbreaktion wurde 
nach 5x Waschen mit Salinen-Tween20 durch Zugabe von 100 µl/ Well PNPP 
Substratlösung induziert. Nach 5 und 10 min wurde die spektrophotometrische Messung 
bei 405 nm im infinite M200 (TECAN) durchgeführt. 
 
ELISA für Interleukin-6 
Zum Nachweis von Interleukin-6 (IL-6) im Medium Doxorubicin behandelter 
Melanomzellen wurde das ELISA Detektionssystem für Humanes Interleukin-6 von 
Mabtech verwendet. Die Durchführung des ELISAs erfolgte nach Herstelleranleitung. 
 Durchflusszytometrie 5.2.9
Bei der Durchflusszytometrie können Oberflächenmoleküle und intrazelluläre Proteine von 
Zellen quantitativ bestimmt werden. Hierzu werden Fluorochrom-gekoppelte Antikörper 
an das Zielmolekül angefügt. Zur Analyse werden die Zellen einzeln über eine schmale 
Kapillare durch einen Laserstrahl geführt. Dadurch werden die gekoppelten Fluorochrome 
angeregt und die freigesetzte Fluoreszenz kann über einen Detektor gemessen werden. 
Adhärent wachsende Zellen wurden, wie bereits beschrieben, abgelöst sowie 
abzentrifugiert und dann zu je 2,5 x 10
5
 Zellen in 500 µl FACS-Puffer aufgenommen. Die 
Suspension wurde 4 min bei 1500 U/min zentrifugiert und der Überstand verworfen. 
Anschließend wurden die Zellen in 100 µl FACS Puffer mit dem 1. Antikörper für 30 min 
bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen und 4 min 
bei 1500 U/min zentrifugiert. Es folgten 30 min lichtgeschützte Inkubation der Zellen mit 
dem sekundären Antikörper in 100 µl FACS Puffer bei 4°C. Die Zellen wurden dann 
nochmals mit 1 ml FACS Puffer gewaschen und 4 min bei 1500 U/min zentrifugiert. Das 
Zellpellet wurde in 500 µl 1x DPBS/ 3,7% Formaldehyd resuspendiert und die FACS- 
Messung mit dem Gallios (Beckman Coulter) durchgeführt. Es wurde die GFP Expression, 
die HLA Klasse I sowie die HLA-A1 und HLA-B/C Oberflächenexpression der 
Melanomzellen über Durchflusszytometrie analysiert. Bei der Berechnung der relativen 
Fluoreszenzintensität wurde die unspezifische mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) des 
sekundären Antiköpers bzw. der Isotyp-Kontrolle vom MFI-Wert der jeweiligen zu 
untersuchenden Probe dividiert. 
Material und Methoden 
 65 
 Statistische Analysen 5.2.10
Für die Berechnung der statistischen Signifikanzen von Unterschieden innerhalb eines 
Zellsystems wurde der paarige, zweiseitige t-Test verwendet. Für statistische Analysen 
zwischen verschieden Zellsystemen wurde der unpaarige, zweiseitige t-Test herangezogen. 
Die Auswertungen erfolgten mit der GraphPad Prism Software Version 5.03. 
* p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,001.  
Die Streuung der Werte eines Merkmals um den Mittelwert wurde als Standardabweichung 





6.1 Der Einfluss von ERAP1 auf die Generierung und Präsentierung von 
Epitopen aus Tumorantigenen des Melanoms  
Melanomzellen, die aus einer malignen Entartung des melanozytären Zellsystems 
hervorgehen, können durch autologe CD8
+
 T-Lymphozyten erkannt und spezifisch 
eliminiert werden. Die Interaktion wird hierbei über den T-Zellrezeptor der CTLs und den 
Antigen-beladenen HLA Klasse I Molekülen der Tumorzelle gewährleistet. Die antigenen 
Peptide, die an HLA Klasse I Moleküle binden, gehen aus der Degradation von 
Tumorproteinen hervor. An der intrazellulären Generierung dieser Peptide sind 
verschiedene proteolytische und peptidolytische Systeme, wie das Proteasom, zytosolische 
Peptidasen und ER-Aminopeptidasen beteiligt [164]. Das Proteasom generiert initial 
Peptide unterschiedlicher Länge und definiert dabei den korrekten C-Terminus der meisten 
Antigenpeptide [59]. Eine Vielzahl dieser Proteasomprodukte sind jedoch zu lang für die 
Bindung an HLA Klasse I Moleküle und erfordern deshalb das N-terminale Trimmen 
durch zytosolische- und ER-lokalisierte Aminopeptidasen [63]. Bislang sind zwei humane 
ER-Aminopeptidasen beschrieben, ERAP1 und ERAP2. ERAP1 ist nachweislich an der 
Prozessierung verschiedenster viraler [128, 129] und parasitärer Antigenpeptide [130] 
beteiligt. Jedoch ist nicht bekannt, welche Rolle diese Peptidase bei der Generierung 
Tumor-assoziierter Peptidepitope spielt. 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte daher zunächst untersucht werden, ob eine 
Veränderung der ERAP1 Expression die HLA Klasse I restringierte Epitop-Präsentation 
durch Melanomzellen beeinflusst und somit Auswirkungen auf deren Antigen-spezifische 
T-Zellerkennung hat. Um diese Fragestellung zu beantworten, wurde das autologe Tumor-
CD8
+
 T-Zellsystem des Melanompatienten Ma-Mel-86 verwendet. Aus verschiedenen 
Metastasen dieses Patienten wurden die Zelllinien Ma-Mel-86a, -86b, -86c und -86f 
etabliert, die Unterschiede in der HLA Klasse I Expression aufweisen (Abb. 3). 
Während Ma-Mel-86a und Ma-Mel-86c HLA Klasse I Moleküle auf der Zelloberfläche 
präsentieren, sind die Zelllinien Ma-Mel-86b und Ma-Mel-86f negativ für die gesamte 
HLA Klasse I Expression, was auf eine Defizienz in der 2-Mikroglobulin Expression 
















Abb. 3: Der Krankheitsverlauf des Patienten Ma-Mel-86. Aus verschiedenen Metastasen dieses Patienten 
wurden die Melanomzelllinien Ma-Mel-86a, Ma-Mel-86b, Ma-Mel-86c und Ma-Mel-86f etabliert. Die 
Zelllinien Ma-Mel-86a und Ma-Mel-86c sind im Vergleich zu Ma-Mel-86b und Ma-Mel-86f HLA-Klasse I 
positiv. Jedoch weist die Zelllinie Ma-Mel-86c den Verlust eines HLA Haplotyps auf.  
 
Die Analyse mittels Durchflusszytometrie ergab, dass die Zelllinien Ma-Mel-86a und Ma-
Mel-86c eine HLA Klasse I Expression zeigen, dass aber die Zelllinie Ma-Mel-86c 









Abb. 4: HLA Klasse I Oberflächenpräsentation und ERAP1 Expression von Ma-Mel-86a und Ma-Mel-
86c. Die HLA Klasse I Oberflächenexpression von Ma-Mel-86a und Ma-Mel-86c wurde unter Verwendung 
des mAK W6/32 mittels Durchflusszytometrie gemessen und im Histogramm abgebildet. Dargestellt ist ein 
repräsentatives Experiment von zwei unabhängigen Versuchen (A). Die ERAP1 Expression in Ma-Mel-86a 
und Ma-Mel-86c wurde über Western Blot detektiert. Als endogene Kontrolle wurde der Nachweis von 
GAPDH mitgeführt. Es ist ein repräsentatives Experiment von drei unabhängigen Versuchen aufgezeigt (B). 
 
Eine mögliche Erklärung dafür könnte der Verlust eines HLA Klasse I Haplotyps in den 
Ma-Mel-86c Zellen sein (Abb. 3). Allerdings könnten auch andere molekulare 
Mechanismen, wie z.B. Unterschiede in der Expression von APM Komponenten, zum 
beobachteten Effekt beitragen. Da nur die Ma-Mel-86a und Ma-Mel-86c Zelllinien dieses 
Patienten HLA Klasse I positiv sind, wurden diese für die nachfolgenden Untersuchungen 
ausgewählt. 
Ma-Mel-86a: HLA-A*01:01/*24:02; -B*08:01/*15:01; -Cw*03:03/*07:01 
Ma-Mel-86c: HLA-A*01:01/ -; -B*08:01/ -; -Cw*07:01/ - 
Ma-Mel-86b: kein HLA Klasse I  




































 Etablierung eines Systems zur stabilen Herabregulation von ERAP1 6.1.1
Wie in Abb. 4B zu sehen, ist eine ERAP1 Expression sowohl in Ma-Mel-86a als auch in 
Ma-Mel-86c detektierbar. Um ERAP1 in diesen Zelllinien herabregulieren zu können, 
wurden in einem Vorversuch zunächst verschiedene ERAP1 siRNAs getestet (Abb. 28, im 
Anhang). Die ERAP1 siRNA 2 vermittelte dabei eine effektive Herabregulation von 
ERAP1 und wurde in den nachfolgenden Experimenten weiter verwendet. Ma-Mel-86a 
und Ma-Mel-86c Zellen wurden transient mit der ERAP1 spezifischen siRNA 2 
transfiziert. Nach 72 h wurden die Zellen geerntet und die ERAP1 Expression mittels 
Western Blot überprüft. Hierbei zeigte sich, dass die ERAP1 siRNA 2 eine wirkungsvolle 
Herabregulation von ERAP1 in beiden Zelllinien hervorrief (Abb. 5). 
 
 
Abb. 5: ERAP1 siRNA Transfektion in Melanomzellen. Die Zelllinien Ma-Mel-86a (links) und Ma-Mel-
86c (rechts) wurden transient mit einer ERAP1 spezifischen siRNA (siRNA 2) transfiziert. 72 h später 
wurden die Zellen lysiert und die Expression von ERAP1 mittels Western Blot bestimmt. Als Kontrolle 
wurden untransfizierte sowie Kontroll siRNA (KO siRNA) transfizierte Melanomzellen verwendet. GAPDH 
diente als endogene Kontrolle. In Bezug auf die Ma-Mel-86a Zellen ist ein repräsentatives Experiment von 
drei unterschiedlichen Versuchen dargestellt, während in den Ma-Mel-86c Zellen die Wirksamkeit der 
siRNA 2 nur einmalig bestätigt wurde. 
 
Die Oligonukleotidsequenz der ERAP1 siRNA 2 wurde daraufhin für die Erstellung einer 
ERAP1 spezifischen shRNA verwendet, welche in den Vektor psiRNA-h7SK-GFPzeo 
integriert wurde (Abb. 6). Dieser ERAP1 shRNA-Vektor wurde zur stabilen 
Herabregulation von ERAP1 in Ma-Mel-86a und Ma-Mel-86c Zellen transfiziert, während 
die Kontrollzellen stabil mit dem entsprechenden Leervektor bzw. einer KO shRNA 
transfiziert wurden. Von allen Transfektanten wurden Klone isoliert und die stabile 
Integration des betreffenden Vektors in das Genom durch den Nachweis der GFP 
Expression mittels Durchflusszytometrie demonstriert (Abb. 7A). Dabei zeigten alle 
Tumorklone von Ma-Mel-86a und Ma-Mel-86c deutliche GFP Expressionen, wobei in 
beiden Fällen die Leervektor transfizierten Zellen GFP stärker exprimierten. Dies könnte 
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darauf zurückzuführen sein, dass die GFP Expression durch die Präsenz einer shRNA im 
Vektor verringert wird. 
 
 
Abb. 6: Expressionsvektor für ERAP1 shRNA. Für die Klonierung der ERAP1 shRNA wurde der Vektor 
psiRNA-h7SK-GFPzeo verwendet. Dieser Vektor besitzt zwei BbsI Restriktionsschnittstellen, die direkt 
stromabwärts nach dem 7SK-Promotor lokalisiert sind und über welche die shRNA in den Vektor inseriert 
wurde. Ebenfalls trägt dieser Vektor ein Fusionsgen, das für GFP und eine Zeocinresistenz kodiert. Die 




Die Expression von ERAP1 wurde mittels Western Blot bestimmt. Hierbei konnte eine 
deutliche Herabregulation von ERAP1 im Ma-Mel-86a ERAP1 shRNA- und auch im Ma-


































































































































Abb. 7: GFP und ERAP1 Expression in Ma-Mel-86a und Ma-Mel-86c Klonen. Die GFP Expression in 
verschiedenen Ma-Mel-86a (links) und Ma-Mel-86c (rechts) Klonen (Leervektor, KO shRNA und ERAP1 
shRNA) sowie in untransfizierten Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt und in Form 
repräsentativer Histogramme (oben) angegeben. Außerdem wurde der Mittelwert der mittleren 
Fluoreszenzintensität (MFI) aus jeweils fünf unabhängigen Experimenten gebildet und relativ zu 
untransfizierten Zellen dargestellt (= 1) (A). Immundetektion der ERAP1 Expression in Ma-Mel-86a und 
Ma-Mel-86c Klonen mittels Western Blot. Der Nachweis von GAPDH diente als endogene Kontrolle. 
Dargestellt ist jeweils ein repräsentatives Experiment von drei unterschiedlichen Versuchen (B). 
 
In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass ERAP1 defiziente Mäuse eine 
Herabregulation von MHC Klasse I Molekülen an der Zelloberfläche aufweisen [115, 165, 
166]. Daher wurde die HLA Klasse I Oberflächenexpression von Ma-Mel-86a und Ma-
Mel-86c unter Verwendung des mAK W6/32 überprüft. Dieser Antikörper bindet 
Komplexe aus β2M und HLA-A, HLA-B bzw. HLA-C (Abb. 8). Es konnte jedoch kein 









sowie Leervektor, KO shRNA und ERAP1 shRNA transfizierten Ma-Mel-86a und Ma-















Abb. 8: HLA Klasse I Oberflächenexpression der Ma-Mel-86a und Ma-Mel-86c Klone. Die HLA Klasse 
I Oberflächenexpression der untransfizierten Zellen sowie der Leervektor, KO shRNA und der ERAP1 
shRNA transfizierten Ma-Mel-86a (links) und Ma-Mel-86c (rechts) Klone wurde unter Verwendung des 
mAK W6/32 über Durchflusszytometrie gemessen. Je ein repräsentatives Experiment wurde in einem 
Histogramm (oben) dargestellt. Zusätzlich wurde der Mittelwert der MFI aus mindestens vier unabhängigen 
Experimenten gebildet und relativ zu untransfizierten Zellen dargestellt (= 1). 
 
 Einfluss der ERAP1 Herabregulation auf die Erkennung von Ma-Mel-6.1.2
86a Zellen durch „bulk“ CTL 
Um den Einfluss der ERAP1 Herabregulation auf die CD8
+
 T-Zell Stimulierung 
untersuchen zu können, wurden autologe CD8
+
 T-Zellen aus kryokonservierten 
mononukleären Zellen des peripheren Blutes (Peripheral Blood Mononuclear Cell, 
PBMC) des Patienten Ma-Mel-86 isoliert und zunächst mehrmals mit den untransfizierten 
Ma-Mel-86a stimuliert, um eine Population heterogener Tumor-reaktiver CTL 
anzureichern. Anschließend wurde die T-Zellantwort auf den Ma-Mel-86a ERAP1 shRNA 
Klon sowie auf die Kontrollzellen in einem Interferon- (IFN-γ) ELISPOT bzw. IFN-γ 
ELISA analysiert (Abb. 9). Hierbei zeigte sich, dass die ERAP1 Herabregulation in den 
Ma-Mel-86a Zellen die Erkennung durch die autologen CD8
+
 T-Lymphozyten im 
Vergleich zu den Kontrollzellen deutlich beeinträchtigte. Dies deutet darauf hin, dass die 

















































































































beeinträchtigt. Somit ist anzunehmen, dass die effiziente Präsentation verschiedenster 












Abb. 9: Einfluss der ERAP1 Herabregulation in Ma-Mel-86a auf die Erkennung durch autologe CD8
+
 
T-Zellen. Je 5 x 10
4
 untransfizierte Ma-Mel-86a, Leervektor-, Ko shRNA- und ERAP1 shRNA transfizierte 




 T-Zellen für 24 h in IL-2 haltigem Medium ko-kultiviert. 
Anschließend wurde ein IFN-γ ELISPOT (A) bzw. ein IFN-γ ELISA (B) durchgeführt. Dargestellt ist ein 
repräsentatives Experiment von drei unabhängigen Versuchen (A, B). Zusätzlich wurden drei unabhängige 
IFN-γ ELISAs zusammengefasst und als relative IFN- Freisetzung in % dargestellt. Die IFN- Freisetzung 
der T-Zellen in Gegenwart von untransfizierten Zellen wurde gleich 100 % gesetzt (C). 
 
 Der Einfluss von ERAP1 auf die Stimulierung autologer CTL Klone 6.1.3
In einem weiteren Schritt wurde untersucht, inwiefern die Herabregulation von ERAP1 in 
den Ma-Mel-86a Zellen deren Erkennung durch einen autologen CD8
+
 T-Zellklon (1A/39) 
beeinflusst. Dieser T-Zellklon, der durch Silke Lubojanski (Arbeitsgruppe Prof. Dr. 
Thomas Wölfel, III. Med. Klinik, Universitätsmedizin Mainz) generiert wurde, erkennt ein 
mutiertes Epitop (GLGPGFSSY), welches vom Homocysteine-responsive endoplasmic 
reticulum-resident ubiquitin-like domain member 1 (HERPUD1) Protein stammt. Dieses 
Epitop wird über HLA-B*15:01 bei den Ma-Mel-86a Zellen präsentiert. Die Spezifität des 
1A/39 CTLs wurde in Transfektionsexperimenten mit 293T Zellen überprüft (Abb. 31, im 
Anhang). Die Ma-Mel-86c Zellen exprimieren ebenfalls das mutierte HERPUD1, können 
aber das Epitop nicht an der Zelloberfläche präsentieren, da sie durch einen HLA Klasse I 
Haplotyp Verlust HLA-B*15:01 negativ sind (Abb. 3). Zunächst wurde die HLA-B/C 
Oberflächenexpression der untransfizierten Ma-Mel-86a, der Leervektor-, Ko shRNA- und 





































































































































konnten keine signifikanten Unterschiede in den HLA-B/C Expressionen zwischen den 










Abb. 10: HLA-B/C Oberflächenexpression der Ma-Mel-86a Klone. Die HLA-B/C Oberflächenexpression 
der Ma-Mel-86a Klone (Leervektor, KO shRNA und ERAP1 shRNA) sowie der untransfizierten Zellen 
wurde, unter Verwendung des mAK B1.232, mittels Durchflusszytometrie detektiert und in einem 
repräsentativen Histogramm (A) dargestellt. Im Balkendiagramm (B) wurde der Mittelwert der MFI aus drei 
unabhängigen Experimenten gebildet und relativ zu untransfizierten Zellen (= 1) dargestellt. 
 
Des Weiteren wurde von diesen Zellen der HERPUD1 mRNA Gehalt bestimmt. Hierbei 
wurden ebenfalls keine signifikanten Abweichungen in der HERPUD1 Expression 
zwischen Kontrollzellen und dem ERAP1 shRNA transfizierten Ma-Mel-86a Klon      





















































Abb. 11: HERPUD1 Expression in den Ma-Mel-86a Klonen. Aus den Ma-Mel-86a Klonen sowie aus den 
untransfizierten Zellen wurde die gesamte RNA isoliert und eine cDNA Synthese durchgeführt. 
Anschließend erfolgte eine TaqMan real-time PCR zur Quantifizierung der HERPUD1 mRNA. Die 
HERPUD1 Expression wurde auf die Expression der endogenen Kontrolle GAPDH normalisiert und die 
relative HERPUD1 Expression der untransfizierten Zellen gleich 1 gesetzt. Es wurden drei unabhängige 
Experimente zusammengefasst. 
 
Somit konnte ausgeschlossen werden, dass eine unterschiedliche HLA-B*15:01 
Expression bzw. eine veränderte Expression des Antigens die T-Zellerkennung 






























































mutierten HERPUD1 Epitops analysiert. Hierzu wurden die Kontrollzellen und die ERAP1 
shRNA transfizierten Ma-Mel-86a mit dem CD8+ T-Zellklon 1A/39 für 20 h ko-kultiviert. 
Die Aktivierung des T-Zellklons durch die Tumorzellen wurde über die Freisetzung von 
IFN- ins Zellmedium bestimmt. Die Quantifizierung von IFN- erfolgte mittels INF- 
ELISA. Wie in Abb. 12 dargestellt, wurde der Ma-Mel-86a ERAP1 shRNA Klon 
schlechter durch den 1A/39 T-Zellklon erkannt als die Kontrollzellen. Die IFN- 
Freisetzung des CTL Klons war dabei um ca. 60 % reduziert. Diese Ergebnisse zeigen, 
dass ERAP1 eine wichtige Rolle bei der effizienten Generierung des mutierten HERPUD1 











































































































Abb. 12: Einfluss der ERAP1 Herabregulation in Ma-Mel-86a auf die Erkennung durch den autologen 
HERPUD1-spezifischen CD8
+
 T-Zellklon 1A/39. 5 x 10
4
 Melanomzellen wurden mit 5 x 10
3
 Zellen des 
autologen T-Zellklons 1A/39 für 20 h ko-kultiviert. Anschließend wurde die IFN-γ Konzentration im 
Überstand über einen IFN-γ ELISA gemessen. Darstellung eines repräsentativen Experiments von vier 
unabhängigen Versuchen (A). Zusätzlich wurden diese vier unabhängigen Versuche zusammengefasst und 
als relative IFN- Freisetzung in % angegeben. Die IFN- Freisetzung des T-Zellklons in Gegenwart von 
untransfizierten Ma-Mel-86a Zellen wurde gleich 100 % gesetzt (B).  
 
Wie vorangehend erwähnt, können Ma-Mel-86c Zellen aufgrund des Verlusts der HLA-
B*15:01 Expression das mutierte HERPUD1 Epitop nicht präsentieren. Es standen aber 
weitere autologe T-Zellklone zur Verfügung, welche Antigen-spezifische Reaktivität 
gegenüber den Ma-Mel-86c Zellen zeigten (Tab. 2). Die Spezifität dieser T-Zellklone 















 Zielantigen Epitop HLA Restrikitonselement 
2C/165 CSPG4 bekannt* HLA-Cw*07:01 
2C/18 gp100 unbekannt HLA-A*01:01 




 T Zellklone wurden von Silke Lubojanski zur Verfügung gestellt (Arbeitsgruppe  
 Prof. Dr. Thomas Wölfel, III. Med. Klinik, Universitätsmedizin Mainz) 
*Information unterliegt aufgrund eines laufenden Patentverfahrens der Geheimhaltung 
 
Der CTL Klon 2C/165 erkennt ein Epitop, dass sich vom Melanom-assoziierten 
Chondroitin sulfate proteoglycan 4 (CSPG4) Antigen ableitet und über HLA-Cw*07:01 an 
der Zelloberfläche präsentiert wird. Im Vergleich dazu erfasst der 2C/18 CTL Klon ein 
unbekanntes Epitop des Melanomdifferenzierungsantigens gp100, welches über HLA-
A*01:01 präsentiert wird. Der CD8
+
 T-Zellklon 2C/77 erkennt ebenfalls ein gp100 Epitop 
(VPLDCVLYRY), was an HLA-A*01:01 Moleküle in den Ma-Mel-86c Zellen bindet. 
Interessanterweise konnte eine gp100 und CSPG4 Antigen Expression nur in Ma-Mel-86c 
Zellen aber nicht in Ma-Mel-86a Zellen nachgewiesen werden (unveröffentlichte Daten, 
AG Paschen). 
Im Vorfeld der Tumor-CTL Ko-Kultur wurde zunächst die HLA-A*1 und HLA-B/C 
Oberflächenexpression der untransfizierten Zellen sowie der Ma-Mel-86c Klone 
(Leervektor, KO shRNA und ERAP1 shRNA) mittels Durchflusszytometrie analysiert 
(Abb. 13). Es konnte kein signifikanter Unterschied in der HLA-A*1 und HLA-B/C 
Expression zwischen den Kontrollzellen und ERAP1 shRNA transfizierten Ma-Mel-86c 
Zellen festgestellt werden. Zusätzlich wurde die Antigenexpression in den Ma-Mel-86c 
Klonen überprüft. Da CSPG4 an der Oberfläche der Melanomzellen exprimiert wird [167], 
wurde die CSPG4 Expression über Durchflusszytometrie detektiert (Abb. 14), während die 
gp100 Expression mittels Western Blot bestimmt wurde (Abb. 15). Dabei zeigten die Ma-
Mel-86c Klone untereinander eine ähnliche CSPG4 und gp100 Expression. Somit konnte 
eine veränderte T-Zellerkennung durch Unterschiede in der HLA-A*1 bzw. HLA-B/C und 
























Abb. 13: HLA-A1 und HLA-B/C Oberflächenexpression der Ma-Mel-86c Klone. Die HLA-A*1 (A) 
sowie die HLA-B/C (B) Oberflächenexpression der untransfizierten Ma-Mel-86c Zellen sowie der 
Leervektor, KO shRNA und der ERAP1 shRNA transfizierten Ma-Mel-86c Klone wurde mittels 
Durchflusszytometrie detektiert und in einem repräsentativen Histogramm dargestellt (links). Es wurde der 












Abb. 14: CSPG4 Oberflächenexpression der Ma-Mel-86c Klone. Die CSPG4 Oberflächenexpression der 
Ma-Mel-86c Klone wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dargestellt ist ein repräsentatives 
Histogramm (A) sowie die relative Fluoreszenzintensität berechnet aus den MFI-Mittelwerten von drei 

























































































































































































Abb. 15: gp100 Expression der Ma-Mel-86c Klone. Die Immundetektion der gp100 Expression in Ma-
Mel-86c Klonen erfolgte mittels Western Blot (C). Der Nachweis von GAPDH diente als endogene 
Kontrolle. Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment von drei unabhängigenVersuchen. 
 
Anschließend wurde der Einfluss der ERAP1 Herabregulation in Ma-Mel-86c auf die 
Stimulation der CTL Klone 2C/165, 2C/18 und 2C/77 analysiert. Hierzu wurden die CTL 
Klone mit den Leervektor-, KO shRNA- und ERAP1 shRNA transfizierten Ma-Mel-86c 
Klonen sowie mit untransfizierten Ma-Mel-86c Zellen für 20 h ko-kultiviert. Danach 
wurde die T-Zellstimulierung über einen IFN- ELISPOT (Abb. 16A) bzw. IFN- ELISA 
analysiert (Abb. 16B).  
Hierbei zeigte sich, dass eine Herabregulation von ERAP1 in Ma-Mel-86c Zellen keinen 
Einfluss auf die Generierung des CSPG4 T-Zellepitops hat, welches durch den CTL 
2C/165 erkannt wird. Im Gegensatz dazu wurde eine verringerte Stimulation der CD8
+
 T-
Zellklone CTL 2C/18 und 2C/77 in Gegenwart der Ma-Mel-86c ERAP1 shRNA 
Transfektanten festgestellt. Dies deutet darauf hin, dass ERAP1 die Prozessierung des 
unbekannten gp100 T-Zellepitops, dass durch den CTL Klon 2C/18 erkannt wird, als auch 
des VPLDCVLYRY gp100 Epitops, welches eine spezifische Stimulierung des 2C/77 T-
Zellklons hervorruft, beeinflusst. Der 2C/77 CTL Klon konnte nur einmalig in einem   
IFN- ELISPOT bzw. IFN- ELISA eingesetzt werden, da dieser T-Zellklon seine 
Proliferation kurz darauf einstellte und dadurch für weitere Versuche nicht mehr verwendet 


















































































































































Abb. 16: Der Einfluss von ERAP1 auf die Stimulierung von autologen zytotoxischen CD8
+
 T-
Zellklonen unterschiedlicher Spezifität. Jeweils 5 x 10
4
 Zellen der verschiedenen Ma-Mel-86c Klone 
(Leervektor, KO shRNA und ERAP1 shRNA) wurden mit den autologen Tumorreaktiven zytotoxischen T-
Zellklonen 2C/165(CSPG4), 2C/18 (gp100) bzw. 2C/77 (gp100) ko-kultiviert. Nach 20 h wurde die T-
Zellantwort durch einen IFN- ELISPOT (A) bzw. IFN- ELISA (B) analysiert. Jeweils ein repräsentativer 
Versuch von zwei unabhängigen Experimenten wurde für den 2C/165 bzw. 2C/18 CTL Klon dargestellt. Der 
IFN- ELISPOT bzw. IFN- ELISA für den 2C/77 CTL Klon konnte aufgrund der Limitierung der T-Zellen 
nur einmalig durchgeführt werden. 
 
6.2 Regulation der ERAP1 und ERAP2 Expression  
 Induktion der ERAP Expression in Melanomzellen durch IFN- 6.2.1
Bisher ist bekannt, dass sowohl ERAP1 als auch ERAP2 über Typ I [118] und Typ II 
Interferone [114, 119] induziert werden können. Um zu überprüfen, ob dies auch für die 
ERAP Expressionen in den verschiedenen Zelllinien des Melanompatienten Ma-Mel-86 
zutrifft, wurden diese für 48 h mit 500 U/ml IFN- behandelt und die ERAP1 und ERAP2 
Proteinexpression analysiert. Zum Nachweis eines intakten IFN- Signalweges wurde die 
Aktivierung des Signal Transducer and Activator of Transcription 1 (STAT1) anhand 





Zielgene wie des Interferon regulatorischen Faktors 1 (IRF1) und IRF9 überprüft (Abb. 
17). Schon in der basalen Expression von ERAP1 traten Unterschiede zwischen den Ma-
Mel-86 Zelllinien auf. So exprimierten die Ma-Mel-86a und Ma-Mel-86f Zellen weniger 
ERAP1 als Ma-Mel-86b und Ma-Mel-86c. Die basale ERAP2 Expression hingegen ähnelte 
sich in allen Ma-Mel-86 Zellen. Nach IFN- Behandlung zeigte sich, dass der IFN- 
Signalweg in allen Zelllinien induziert wurde, dass aber die ERAP1 Expression nur in den 
Ma-Mel-86a und Ma-Mel-86f Zelllinien deutlich hochreguliert wurde. Indes vermittelte 
IFN- in den Ma-Mel-86b Zellen nur eine leichte Hochregulation der ERAP1 Expression. 
Im Vergleich dazu konnte eine eindeutige Induktion der ERAP2 Expression sowohl in den 
Ma-Mel-86a, Ma-Mel-86b als auch in den Ma-Mel-86f Zellen detektiert werden. 
Interessanterweise konnte in der Zelllinie Ma-Mel-86c keine deutliche IFN--vermittelte 




Abb. 17: ERAP1 und ERAP2 Expression in verschiedenen Zelllinien nach IFN- Behandlung. Die 
Zelllinien des Melanompatienten Ma-Mel-86 wurden für 48 h mit 500 U/ml IFN- behandelt. Anschließend 
wurde die ERAP1 und ERAP2 Proteinexpression sowie die Expression von STAT1, verschiedener IRFs und 
ISG15 mittels Western Blot bestimmt. Der Nachweis von GAPDH diente als endogene Kontrolle. Abgebildet 
ist ein repräsentatives Experiment von drei verschiedenen Versuchen. 
 
Zusätzlich wurde die Expression von IRF2, IRF3 und IRF7 sowie ISG15 in den IFN- 
behandelten Melanomzellen analysiert. Hierbei konnte eine basale IRF3 Expression in 
allen getesteten Zelllinien nachgewiesen werden. Eine zusätzliche IFN- Behandlung 
führte jedoch nur zu einer leichten IRF3 Hochregulation in den Ma-Mel-86a Zellen. Die 
basale IRF2 Expression der Melanomzelllinien konnte durch IFN- Zugabe ebenfalls nicht 
induziert werden. IRF7 wurde hingegen nur sehr schwach in den Zelllinien exprimiert. 
Ergebnisse 
 80 
Eine eindeutige Induktion der IRF7 Expression durch IFN- konnte auch hier nicht 
detektiert werden. Einzig Ma-Mel-86c weist eine leichte Hochregulation von IRF7 durch 
IFN- Behandlung auf. Im Vergleich dazu ist eine Grundexpression von ISG15 in allen 
Zelllinien nachweisbar, welche durch eine IFN- Behandlung eindeutig hochreguliert 
wurde. Diese Ergebnisse demonstrieren, dass der IFN- Signalweg in allen Ma-Mel-86 
Zellen intakt ist und die Hochregulation der ERAP1 und ERAP2 Expression in drei von 
vier dieser Melanomzellen durch IFN- induziert werden kann. 
 Der Einfluss von Chemotherapeutika auf die Expression von ERAP1 6.2.2
und ERAP2 
Zytostatika wurden lange Zeit als ausschließlich immunsuppressiv betrachtet. Mittlerweile 
ist jedoch bekannt, dass sie, in Abhängigkeit von der Art des Chemotherapeutikums und 
der Konzentration, eine immunmodulierende oder gar immunstimulierende Wirkung haben 
können [168]. Bislang ist jedoch nichts darüber bekannt, ob eine Behandlung mit 
Zytostatika die ERAP1 und ERAP2 Expression beeinflussen kann und wenn ja welche 
Transkriptionsfaktoren dabei eine Rolle spielen könnten. 
Um einen ersten Hinweis zu erhalten, wurden die Promotoren der beiden Aminopeptidasen 
mittels des Programms MatInspector von Genomatix (www.genomatix.de) analysiert. 
Diese Software kann potentielle Bindungsmotive verschiedenster Transkriptionsfaktoren in 
einer gegebenen DNA Sequenz vorhersagen. Wie vorangehend beschrieben, wird die 
ERAP1 und ERAP2 Expression über Typ I und Typ II Interferone induziert. Dabei spielen 
der Interferon regulatorische Faktor 1 (IRF1) und IRF2 eine Rolle [119, 169]. Ebenfalls 
kann die Expression beider Aminopeptidasen durch den Transkriptionsfaktor Nuclear 
factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NFB) reguliert werden [120]. 
Dementsprechend wurden durch die MatInspector Software im ERAP1 Promotor (Abb. 
18A) Bindungsstellen für IRFs und STATs sowie für NFB postuliert. Es wurden aber auch 
potentielle Bindungsstellen für Hitzeschock Faktoren (HSF) und den Tumorsuppressor p53 
vorhergesagt. Im ERAP2 Promotor wurden Bindungsstellen für HSFs, IRFs und NFB 
postuliert (Abb. 18B). Besonders interessant erschienen die  potentiellen Bindungsstellen 
für STAT1, STAT3 und p53 im ERAP1 Promotor, denn Behandlungen mit 
Chemotherapeutika wie Fludarabin, Doxorubicin oder Cisplatin führen zur Aktivierung 
von p53 [170]. p53 wiederum kann dann mit STAT1 interagieren [170, 171]. Ebenfalls 
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kann Doxorubicin STAT3 einen Transkriptionsfaktor mit onkogenem Potential induzieren 
[172]. 
 













Abb. 18: Potentielle Transkriptionsfaktorbindungsstellen im ERAP1 und ERAP2 Promotor. 
Dargestellt sind der ERAP1 Promotor (A) und der ERAP2 Promotor (B) mit den potentiellen 
Bindungsstellen für Hitzeschock Faktoren (HSF), Interferon regulatorische Faktoren (IRF), Signal 
Transducer and Activator of Transcription (STAT), p53, Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of 
activated B-cells (NFB) und Interferon Stimulated Response Element (ISRE). Der Transkriptionsbeginn ist 
als +1 gekennzeichnet. Die Sequenz der Promotoren ist im Anhang der vorliegenden Arbeit zu finden. 
 
Der Einfluss von Zytostatika auf die ERAP1 und ERAP2 Expression wurde deshalb 
sowohl in p53 Wildtyp Zellen (HCT116, Ma-Mel-47) als auch in einer p53 mutierten 
Zelllinie (Ma-Mel-86a) sowie in p53 negativen Zellen (HCT116 p53
-/-
, UKRV-Mel-15a) 
analysiert. Die p53 positive Ma-Mel-86a Zelllinie trägt eine Mutation im TP53 Gen, die zu 
einem R248W Aminosäureaustausch führt (persönliche Mitteilung von Jolanthe Baingo, 
Labor Dermatologie, Universitätsklinikum Essen), welche in der DNA-Bindungsdomäne 
des p53 Proteins lokalisiert ist und einen Verlust der transkriptionellen Aktivität des p53 
vermittelt [173, 174]. Nach 48 h Doxorubicinbehandlung konnte eine deutliche 
Hochregulation der p53 Proteinexpression in den p53 Wildtyp Zellen im Vergleich zu den 
p53 negativen Zellen nachgewiesen werden (Abb. 19). Die Ma-Mel-86a Zelllinie hingegen 
zeigte bereits ohne Doxorubicinbehandlung eine hohe p53 Expression. Eine Zugabe des 
Zytostatikas führte jedoch zu keiner eindeutigen Induktion der p53 Expression in diesen 
Zellen. Die Expression des p53 Zielgens p21 [175], welches aber auch durch STAT1 [176] 
bzw. NFκB/p65 induziert werden kann [177], ist in p53 exprimierenden Zellen nach 
Zytostatikabehandlung deutlich hochreguliert. Auch in den p53 negativen Zellen konnte 
nach Doxorubicinbehandlung eine leichte Induktion von p21 detektiert werden, die aber 
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bei weitem nicht so stark ausgeprägt war, wie in den p53 positiven Zellen. Eine 




Abb. 19: p53 und p21 Expression in verschiedenen Tumorzelllinien nach Doxorubicinbehandlung. 
HCT116, HCT116 p53
-/-
, Ma-Mel-47, Ma-Mel-86a und UKRV-Mel-15a wurden für 48 h mit 0,5 µM bzw. 
mit 1 µM Doxorubicin (Dx) oder 500 U/ml IFN- behandelt. Die p53 und p21 Proteinexpression in diesen 
Zelllinien wurde mittels Western Blot detektiert. Der Nachweis von GAPDH diente als endogene Kontrolle. 
Das repräsentative Ergebnis eines Versuchs von zwei unabhängigen Experimenten ist dargestellt. 
 
Um einen Hinweis darauf zu bekommen, ob eine Behandlung mit Doxorubicin die 
Genexpression von ERAP1 und ERAP2 induzieren kann, wurde zunächst die 
Promotoraktivität beider Aminopeptidasen nach Zytostatikabehandlung analysiert. Dazu 
wurden sowohl ERAP1- als auch ERAP2-Promotorfragmente aus den Ma-Mel-86a Zellen 
in den Vektor pGL4.10 stromaufwärts eines Firefly-Luciferase Reportergens kloniert. Vom 
ERAP1 Promotor wurden dabei zwei Fragmente unterschiedlicher Länge in den Vektor 
integriert. Das eine Promotorfragment umfasst 1745 bp, in dem sich die potentiellen 
Bindungsstellen für HSF1 und 2, STAT1 und 3, IRF1 ,2 ,3 und 4 sowie p53 und NFB 
befinden, während das zweite ERAP1 Promotorfragment mit einer Größe von 308 bp nur 
die postulierten Bindungsstellen für STAT1 und 3, IRF2 und 3 und NFB besitzt (Abb. 
18A). Das ERAP2 Promotorfragment, welches kloniert wurde, ist 1081 bp lang und trägt 
potentielle Bindungsstellen für HSF1 und 2, IRF2, 3, 4 und 7, NFB und das ISRE (Abb. 
18B). Die Aktivität der Promotorkonstrukte wurde dann in einem Luciferase Test 
gemessen. Dazu wurden ERAP1- und ERAP2-Promotor-Reportergenplasmide zunächst in 
die humanen Kolon Karzinom Zelllinien HCT116, HCT116 p53
-/-
 und in die 
Melanomzelllinien Ma-Mel-47, Ma-Mel-86a und UKRV-Mel-15a transfiziert. 
Anschließend wurden diese Zellen für 24 h mit 0,5 µM Doxorubicin und als 
Positivkontrolle mit 500 U/ml IFN- behandelt. Danach wurden diese Zellen lysiert und 
die Aktivität der Firefly-Luciferase gemessen (Abb. 20). Dabei zeigte das 1745 bp große 
ERAP1 Promotorfragment in allen getesteten Zelllinien eine stärkere basale Aktivität als 
das 308 bp große ERAP1 Promotorfragment. Im Vergleich zu den ERAP1 
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Promotorfragmenten fiel die Grundaktivität des ERAP2 Promotorfragments nochmals 
wesentlich schwächer aus. Die basale Aktivität der ERAP1 Promotorfragmente in den 
HCT116 Zellen entsprach deren Aktivität in den HCT116 p53
-/-
 Zellen. Im Gengensatz 
dazu fiel die basale Aktivität des ERAP2 Promotorfragments in den HCT116 stärker aus 
als in der HCT116 p53
-/-
 Zellen. In den Melanomzelllinien dagegen war die Grundaktivität 
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Abb. 20: Die Aktivität der ERAP1- und ERAP2 Promotorkonstrukte nach Doxorubicin und IFN- 
Behandlung. HCT116, HCT116 p53
-/-
, Ma-Mel-47, Ma-Mel-86a und UKRV-Mel-15a wurden transient mit 
pGL4.10+ERAP1 Promotor 1745 bp, pGL4.10+ERAP1 Promotor 308 bp und mit pGL4.10+ERAP2 
Promotor transfiziert. Für die negative Kontrolle wurden diese Zellen mit dem leeren pGL4.10 Vektor bzw. 
für die positive Kontrolle mit pGL4.13 transfiziert. Zusätzlich wurden alle Ansätze mit pGL4.74 (Renilla-
Luciferase) ko-transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen für weitere 24 h mit 0,5 µM Doxorubicin (Dx) bzw. 
mit 500 U/ml IFN- behandelt und schließlich die Promotoraktivitäten anhand der Luciferase Aktivität 
bestimmt. Dabei wurde die Aktivität der Firefly-Luciferase auf die entsprechende Renilla-Luciferaseaktivität 
normalisiert und als relative Lichteinheit (Relative light units, RLU) angegeben. Für HCT116, HCT116 p53
-/-





In den HCT116 sowie in den HCT116 p53
-/-
 Zellen konnte nach INF- Behandlung eine 
Steigerung der Aktivität des 1745 bp und des 308 bp großen ERAP1 Promotorfragmentes 
sowie des ERAP2 Promotorfragmentes detektiert werden, was die Funktionalität der 
Promotorfragmente bestätigte. Der Vergleich beider Zelllinien ergab jedoch, dass IFN- 
die Aktivität der ERAP1 Promotorfragmente in einem etwas stärkerem Maße in den 
HCT116 Zellen induzierte als in den HCT116 p53
-/-
 Zellen. Währenddessen konnte in den 
HCT116 p53
-/-
 Zellen eine höhere IFN--vermittelte Induktion des ERAP2 
Promotorfragments nachgewiesen werden, als in den HCT116 Zellen. Die Behandlung der 
Zellen mit Doxorubicin steigerte die Aktivität des 1745 bp großen ERAP1 
Promotorfragments in den HCT116, jedoch nicht in den HCT116 p53
-/-
 Zellen. Das 308 bp 
große ERAP1 Promotorfragment hingegen, welches im Gegensatz zum 1745 bp großen 
ERAP1 Promotorfragment keine potentielle p53 Bindungsstelle besitzt, wurde in keiner 
der Doxorubicin behandelten Zellen aktiviert. Im Kontrast dazu konnte eine Zytostatika 
vermittelte Induzierbarkeit des ERAP2 Promotorkonstrukts in HCT116 und HCT116 p53
-/-
 
nachgewiesen werden, wobei in den HCT116 p53
-/-
 Zellen die Aktivität des ERAP2 
Promotorfragments sichtlich geringer ausfiel als in den HCT116 Zellen. 
In den Melanomzellen konnte nach einer IFN- Behandlung nur eine schwache Induktion 
des 1745 bp großen ERAP1 Promotorfragments in den Ma-Mel-86a aber nicht in den Ma-
Mel-47 und UKRV-Mel-15a Zellen festgestellt werden. Eine gesteigerte Aktivierung des 
308 bp großen ERAP1 Promotorfragments durch IFN- hingegen wurde in keiner der 
getesteten Melanomzellen ersichtlich. Im Vergleich dazu konnte eine Induzierbarkeit des 
ERAP2 Promotorfragments in den Ma-Mel-47 und Ma-Mel-86a Zellen, aber nicht in den 
UKRV-Mel-15a Zellen, nach IFN- Behandlung verzeichnet werden. Die geringe IFN--
vermittelte Induktion der ERAP Promotorkonstrukte in den Melanomzelllinien im 
Vergleich zu den Humanen Kolon Karzinomzellen war überraschend. Die molekularen 
Mechanismen, die für diesen Effekt verantwortlich sein könnten, wurden aber im Rahmen 
dieser Arbeit nicht weiter charakterisiert. Eine Inkubation der Melanomzellen mit 
Doxorubicin erhöhte die Induzierbarkeit des 1745 bp großen ERAP1 Promotorfragments in 
den Ma-Mel-47 Zellen, während die Aktivität dieses Promotorkonstrukts in den Ma-Mel-
86a Zellen unverändert blieb oder sich in den p53 negativen UKRV-Mel-15a Zellen sogar 
eher verringerte. Weiterhin konnte keine Induktion des 308 bp großen ERAP1 




In einem weiteren Schritt wurde überprüft, ob sich die Aktivität der Promotorfragmente in 
der ERAP1 und ERAP2 mRNA Expression der IFN- und Doxorubicin behandelten Zellen 
widerspiegelt. Hierzu wurden die Zellen 24 h mit 500 U/ml IFN- bzw. mit 1 µM 
Doxorubicin behandelt. Anschließend wurde die relative ERAP1 und ERAP2 mRNA 
Expression in diesen Zellen über qRT-PCR bestimmt (Abb. 21). Durch die IFN- 
Behandlung erhöhte sich der ERAP1 und ERAP2 mRNA Gehalt sowohl in den HCT116 
Zellen als auch in den HCT116 p53
-/-
. Dabei wiesen die HCT116 p53
-/-
 Zellen eine etwas 
stärkere Induktion der mRNA Expression von beiden ERAPs auf als die HCT116 Zellen, 
obwohl die HCT116 Zelllinie eine stärkere IFN- vermittelte Aktivität des ERAP1 
Promotorfragments zeigte als die HCT116 p53
-/-
 Zellen (Abb. 20). Im Vergleich dazu 
spiegelte sich, nach IFN- Zugabe, die Induktion des ERAP2 Promotorfragments in der 
gesteigerten ERAP2 mRNA Expression sowohl in den HCT116 als auch in den HCT116 
p53
-/-
 Zellen wieder. 
Nach Doxorubicinbehandlung war die ERAP1 mRNA Expression in den HCTT116 Zellen 
erhöht im Gegensatz zu der HCT116 p53
-/-
 Zelllinie, was mit den entsprechenden Aktivität 
ERAP1 Promotoraktivtäten korrelierte. Die ERAP2 mRNA Expression hingegen erhöhte 
sich gleichermaßen in beiden Zelllinien nach Doxorubicinzugabe. Die Aktivität des 
ERAP2 Promotorfragments zeigte im Vergleich dazu ein ähnliches Muster, wobei jedoch 
dessen Aktivität nach Doxorubicinzugabe stärker in den HCT116 Zellen ausgeprägt war 
als in der HCT116 p53
-/-
 Zelllinie. 
In den Melanomzelllinien steigerte sich ebenfalls die ERAP1 mRNA Expression nach 
IFN- Behandlung (Abb. 21), obwohl nur die Ma-Mel-86a Zelllinie eine Aktivierung des 
1745 bp großen ERAP1 Promotorfragments nach IFN- Zugabe aufwies (Abb. 20). Die 
Ma-Mel-86a Zelllinie zeigte dabei die stärkste Induktion der ERAP1 mRNA Expression 
im Vergleich zu Ma-Mel-47 und UKRV-Mel-15a. Indessen erhöhte IFN- die ERAP2 
mRNA Expression in gleicher Weise in allen drei Melanomzelllinien, was sich auch in der 
Aktivität des ERAP2 Promotorfragments in den Ma-Mel-47 und Ma-Mel-86a Zellen 
wiederspiegelte aber nicht in den UKRV-Mel-15a Zellen. 
Nach Doxorubicinbehandlung erhöhte sich die ERAP1 mRNA Expression gleichermaßen 
sowohl in der p53 Wildtyp exprimierenden Ma-Mel-47 Zelllinie als auch in der Ma-Mel-
86a Zelllinie, welche mutiertes p53 exprimiert. Interessanterweise konnte in den Ma-Mel-
86a Zellen, nach Doxorubicinzugabe, keine gesteigerte Aktivität des ERAP1 
Promotorfragments detektiert werden, obwohl eine erhöhte ERAP1 mRNA Menge 
vorzufinden war. Die UKRV-Mel-15a Zelllinie hingegen zeigte keine Induktion der 
Ergebnisse 
 86 
ERAP1 mRNA Expression nach Zytostatikazugabe, was mit der entsprechenden Aktivität 
des ERAP1 Promotorfragments korrelierte. Eine gesteigerte ERAP2 mRNA Expression 
durch Doxorubicin wurde in den Ma-Mel-47 und Ma-Mel-86a Zellen detektiert jedoch 
nicht in den UKRV-Mel-15a, was sich ebenfalls in der ERAP2 Promotoraktivität in diesen 
Zellen widerspiegelt. Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass eine 
Doxorubinbehandlung die ERAP1 mRNA Expression in p53 exprimierenden Zellen 
erhöht, während dieser Effekt nicht in p53 negativen Zellen nachweisbar ist. Im Vergleich 
dazu zeigten alle p53 exprimierenden Zelllinien sowie die HCT116 p53
-/-
 Zelllinie eine 
Doxorubicin vermittelte Induktion der ERAP2 mRNA Expression, jedoch aber nicht die 
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Abb. 21: ERAP1 und ERAP2 mRNA Expression in verschiedenen Zelllinien nach Doxorubicin und 
IFN- Behandlung. HCT116, HCT116 p53-/-, Ma-Mel-47, Ma-Mel-86a und UKRV-Mel-15a wurden für 24 
h mit 1 µM Doxorubicin (Dx) bzw. mit 500 U/ml IFN- behandelt. Nach RNA Isolierung und cDNA 
Synthese wurde eine TaqMan real-time PCR zur Bestimmung der ERAP1 und ERAP2 mRNA Menge 
durchgeführt. Dabei wurde auf die endogene Kontrolle GAPDH normalisiert. Es wurden mindestens drei 
unabhängige Versuche zusammengefasst. 
 
Wie zuvor beschrieben, kann Doxorubicin die ERAP1 und ERAP2 Promotoraktivität und 
den ERAP1 und ERAP2 mRNA Gehalt in Abhängigkeit vom genetischen Hintergrund der 
Zelle erhöhen. Wie jedoch verhält es sich mit der Proteinexpression dieser beiden 
Aminopeptidasen? Dazu wurden die Melanomzelllinien Ma-Mel-47, Ma-Mel-86a und 
UKRV-Mel-15a für 72 h mit unterschiedlichen Doxorubicinkonzentrationen behandelt 
(Abb. 22). Hierbei konnte eine schwache Hochregulation der ERAP1 und ERAP2 
Proteinexpression nach 1 µM Doxorubicinzugabe in Ma-Mel-47 detektiert werden. In Ma-
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Mel-86a und UKRV-Mel-15a hingegen konnte weder eine Induktion der ERAP1 noch der 
ERAP2 Proteinexpression infolge einer Doxorubicinbehandlung nachgewiesen werden. 
 
 
     
Abb. 22: Proteinexpression von ERAP1, ERAP2 und verschiedener Transkriptionsfaktoren in 
Melanomzellen nach Doxorubicin (Dx) Behandlung. Ma-Mel-47, Ma-Mel-86a und UKRV-Mel-15a 
wurden für 72 h mit 0,1 µM, 0,5 µM bzw. 1 µM Dx behandelt. Anschließend wurde die Proteinexpression 
von ERAP1, ERAP2, STAT1, STAT3 und p53 (A) sowie von IRF1, IRF2, IRF3, IRF7, IRF9 und ISG15 (B) 
über Western Blot analysiert. Als endogene Kontrolle diente der Nachweis von GAPDH. Es ist jeweils ein 
Experiment von zwei unabhängigen Versuchen dargestellt. Der Nachweis der IRF2 Expression wurde 
einmalig durchgeführt. 
 
Im Gegensatz zu Doxorubicin führte IFN- zu einer deutlichen Hochregulation der ERAP 
Expressionen in Ma-Mel-86a und UKRV-Mel-15a Zellen (Abb. 23). In den Ma-Mel-47 









Abb. 23: Proteinexpression von ERAP1 und ERAP2 in Melanomzellen nach IFN- Behandlung. Ma-
Mel-47, Ma-Mel-86a und UKRV-Mel-15a wurden für 48 h mit 500 U/ml IFN- behandelt. Über einen 
Western Blot wurde die ERAP1 und ERAP2 Proteinexpression detektiert. Als endogene Kontrolle diente der 
Nachweis von GAPDH. Es ist ein repräsentativer Versuch von zwei unabhängigen Experimenten dargestellt. 
 
Der ERAP1 und auch der ERAP2 Promotor weisen potentielle Bindungsstellen für 
verschiedenste Transkriptionsfaktoren auf (Abb. 18). Um einen Eindruck darüber zu 
bekommen, welche dieser Transkriptionsfaktoren eine mögliche Induktion der ERAP1 und 
ERAP2 Genexpression nach Doxorubicinbehandlung hervorrufen könnten, wurde die p53, 
STAT1, pY(701)-STAT1, STAT3 und pY(705)-STAT3 Proteinexpression sowie der IRF1, 
2, 3, 7 und 9 Proteingehalt in Ma-Mel-47, Ma-Mel-86a und UKRV-Mel-15a untersucht. 
Zusätzlich wurde die ISG15 Expression in diesen Zellen analysiert (Abb. 22). In den p53 
positiven Ma-Mel-47 und Ma-Mel-86a Zellen konnte eine deutliche Hochregulierung von 
STAT1, IRF9 und eine leichte Induktion von ISG15 verzeichnet werden, welche 
Komponenten oder im Fall von ISG15 ein Zielgen des JAK/STAT 
Signaltransduktionsweges sind. Zusätzlich wies die Zelllinie Ma-Mel-47 ein erhöhtes 
pY(701)-STAT1 Level sowie eine leichte IRF1 Hochregulation auf. Im Gegensatz dazu 
zeigten die Transkriptionsfaktoren IRF2, IRF3 sowie IRF7 entweder eine gleichbleibende 
oder eine verringerte Expression in den Ma-Mel-47 und Ma-Mel-86a Zellen nach 
Doxorubicinbehandlung. In der p53 negativen UKRV-Mel-15a Zelllinie wurde keiner 
dieser Transkriptionsfaktoren durch Doxorubicin induziert. Lediglich STAT3 und die 
phosphorylierte Form von STAT3 wurden durch Doxorubicin in UKRV-Mel-15a 
hochreguliert. Dieser Effekt konnte auch in den Ma-Mel-47 Zellen detektiert werden.  
Basierend auf diesen Ergebnissen ist es durchaus möglich, dass die Doxorubicin-
vermittelte Induktion der ERAP1 Expression in den Ma-Mel-47 Zellen direkt durch den 
Transkriptionsfaktor p53 gewährleistet wird. Es wäre aber auch denkbar, dass verschiedene 
Komponenten des JAK/STAT-Signalweges, die nur in p53 positiven Zellen durch 
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Doxorubicin induziert werden können, zur verstärkten ERAP1 Expression in den Ma-Mel-
47 Zellen beitragen. 
6.3 Induktion von IL-6 in Doxorubicin behandelten Melanomzellen 
Doxorubicin kann neben p53, STAT1 und STAT3 auch eine Menge anderer 
Transkriptionsfaktoren induzieren, wie z.B. AP1, AP-2, CREB, HIF1, STAT5 und ATF-2 
[178]. All diese Transkriptionsfaktoren spielen eine wichtige Rolle in der Expression 
verschiedenster Gene, die Zytokine, Chemokine, Angiogenese- und Wachstumsfaktoren 
kodieren. Eines dieser Zytokine ist Interleukin-6 (IL-6). In diesem Zusammenhang wurde 
bereits beschrieben, dass Doxorubicin die Produktion von IL-6 in verschiedenen 
Tumorzelllinie induzieren kann [178]. Aus diesem Grund wurde eine IL-6 Freisetzung in 
den Doxorubicin behandelten Ma-Mel-47, Ma-Mel-86a und UKRV-Mel-15a überprüft. 
Hierfür wurden die Zellen für 72 h mit verschiedenen Doxorubicinkonzentrationen 
behandelt. Anschließend wurde das Medium dieser Zellen abgenommen und in einem IL-6 
ELISA eingesetzt (Abb. 24).  
 





















Abb. 24: IL-6 Freisetzung durch Melanomzellen nach Doxorubicin Behandlung. Ma-Mel-47, Ma-Mel-
86a und UKRV-Mel-15a wurden für 72 h mit 0,5 µM bzw. 1 µM Doxorubicin behandelt. Das von den Zellen 
ins Medium freigesetzte IL-6 wurde durch einen IL-6 ELISA nachgewiesen. Es wurden zwei unabhängige 
Versuche zusammengefasst.  
 
Dabei zeigte die Ma-Mel-86a Zelllinie bereits ohne Zytostatikazugabe eine hohe IL-6 
Freisetzung. Eine Behandlung mit Doxorubicin führte zu einer Verdopplung der IL-6 
Produktion (von ca. 6000 pg/ml auf ca. 12000 pg/ml) in dieser Zelllinie. In den Ma-Mel-47 
Zellen konnte ebenfalls durch Doxorubicin die Freisetzung von IL-6 induziert werden, 
wobei die Produktion von IL-6 in diesen Zellen deutlich geringer ausfiel als bei den Ma-
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Mel-86a Zellen. In der UKRV-Mel-15a Zelllinie hingegen konnte keine IL-6 Freisetzung 
nach Doxorubicinbehandlung detektiert werden. 
6.4 ERAP1 und ERAP2 Expression in verschiedenen Melanomzelllinien 
Da gezeigt werden konnte, dass ERAP1 einen Einfluss auf die antigene 
Epitoppräsentierung in Melanomzellen hat und dass die Expression der ER 
Aminopeptidasen durch verschiedenste Faktoren und Mechanismen reguliert werden, 
stellte sich die Frage: Gibt es Unterschiede in der ERAP1- und der ERAP2 Expression in 
Zelllinien, welche aus verschiedenen Metastasen von Melanompatienten etabliert wurden. 
Hierzu wurde die Proteinexpression beider ER Aminopeptidasen in den Zelllinien des 
Patienten Ma-Me-61 (Ma-Mel-61a, b, f, g, h) (Abb. 25). und Ma-Mel-86 (Ma-Mel-86a, b, 




Abb. 25: ERAP1 und ERAP2 Proteinexpression in Zelllinien etabliert aus verschiedenen Metastasen 
zweier Melanompatienten. Der ERAP1 und ERAP2 Proteingehalt in den Melanomzelllinien des Patienten 
Ma-Mel-61 und in der Melanomzelllinie Ma-Mel-86a des Patienten Ma-Mel-86 wurde mittels Western Blot 
bestimmt (C). Als endogene Kontrolle wurde der Nachweis der GAPDH Expression mitgeführt. Dargestellt 
ist ein repräsentatives Experiment von vier unterschiedlichen Versuchen.  
 
Dabei zeigten die Melanomzelllinien Ma-Mel-61a und Ma-Mel-61h eine deutlich 
verringerte ERAP1 Expression im Vergleich zu Ma-Mel-61b, Ma-Mel-61f und Ma-Mel-
61g sowie zu Ma-Mel-86a (Abb. 25). Aber auch zwischen den Ma-Mel-86 Zelllinien 
konnten verschiedene ERAP1 Expressionen festgestellt werden (Abb. 17). So zeigten die 
Ma-Mel-86b und Ma-Mel-86c Zellen eine höhere ERAP1 Expression als Ma-Mel-86a und 
Ma-Mel-86f. ERAP2 hingegen wurde von den Zelllinien Ma-Mel-61a, -61b, -61f und -61g 
sehr stak exprimiert im Gegensatz zu Ma-Mel-61h und Ma-Mel-86a, wobei die Ma-Mel-
61g Zelllinie den höchsten ERAP2 Proteingehalt aufwies. Die Ma-Mel-86 Zellen dagegen 
zeigten untereinander ähnliche ERAP2 Expressionen. Somit konnte demonstriert werden, 
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dass sowohl verschiedene ERAP1- als auch ERAP2 Expressionen in Zelllinien existieren, 






Das maligne Melanom geht aus einer bösartigen Entartung pigmentbildender Melanozyten 
hervor und neigt zur frühzeitigen Bildung von Metastasen. Es kommt im Vergleich zu 
anderen dermatologischen Krebserkrankungen relativ selten vor, ist aber für 80% aller 
Hautkrebs-bedingten Todesfälle verantwortlich [179]. Zur Behandlung des malignen 
Melanoms existieren zahlreiche therapeutische Strategien, wie Chemotherapie oder 
Immuntherapie sowie eine Kombination aus Chemo-Immuntherapie. Die meisten dieser 
Behandlungsmethoden zeigen allerdings nur einen unzureichenden klinischen Effekt. Es 
existieren jedoch neue erfolgversprechende Therapieansätze, wie die adoptive 
Immuntherapie, die in klinischen Studien bei Patienten mit metastasierendem Melanom 
zum Einsatz kommen. So führte der adoptive Transfer von Melanom-reaktiven T-Zellen, 
die in vitro aus TILs isoliert wurden, in Lymphozyten-depletierten Patienten zu einer 
objektiven Tumorregression zwischen 50 und 70% [52-54]. Ein Manko dieser Strategie ist 
jedoch, dass Melanom-reaktive TILs nur aus 50% der herausgeschnittenen Tumorproben 
generiert werden können [180]. Daher werden seit kurzem gentechnisch veränderte 
autologe T-Zellen, die spezifisch gegen Tumorantigene gerichtete TCRs exprimieren, in 
klinischen Studien eingesetzt. Jüngste Resultate zeigen, dass die TCR-basierte 
Gentherapie, mit einer objektiven Ansprechrate von 45%, eine neue therapeutische 
Behandlungsmethode darstellt, die eine effiziente Tumorregression in Patienten mit 
metastasiertem Melanom vermittelt [57].  
7.1 Mechanismen, welche die T-Zellerkennung von Tumoren 
beeinträchtigen 
Verschiedene Faktoren, wie die Mikroumgebung des Tumors oder das Maß der durch die 
Tumorzellen präsentierten antigenen Peptide, beeinflussen den Ausgang einer adoptiven T-
Zelltherapie. So können Tumor-assoziierte Makrophagen (TAM), myeloide 







regulatorische T-Zellen und Th17-Zellen sowie deren assoziierten Zytokine sowohl die 
Reaktivität der Tumor-spezifischen Effektor T-Zellen beeinträchtigen als auch die 
Tumorentwicklung fördern [181]. Ebenfalls können Defekte oder Veränderungen in der 
Expression verschiedener Komponenten des MHC Klasse I Antigen prozessierenden und 





Lymphozyten beeinträchtigen oder gänzlich unterbinden. So führen Mutationen/Deletionen 
in den schweren Ketten der MHC Klasse I Moleküle und des 2-Mikroglobulins zu einer 
veränderten bzw. zu einem Totalverlust der MHC Klasse I Expression [182]. Aber auch 
Mutationen in TAP1 können einen MHC Klasse I Verlust verursachen [183, 184]. 
Epigenetische Veränderungen hervorgerufen durch DNA Methylierungen, 
Histondeacetylierungen sowie transkriptionelle und post-transkriptionelle Modulationen 
können ebenfalls die Expression der MHC Klasse I Moleküle und verschiedener Antigen 
Prozessierungsmaschinerie (APM) Komponenten sowie potentieller Antigene hemmen 
[185-188]. Allerdings kann im Falle einer epigenetischen Abschaltung die Genexpression 
durch DNA Demethylierungsagenzien oder Histondeacetylase-Inhibitoren 
wiederhergestellt werden. Aber auch immunstimulatorische Zytokine, wie Interferone, 
können die Expression der MHC Klasse I Moleküle sowie einiger APM Komponenten in 
Tumorzellen regenerieren, wie den Proteasomaktivator PA28 [73], die Immunproteasom-
Untereinheiten (β1i, β2i und β5i) [78], TAP [189, 190], Tapasin [190, 191] sowie 
verschiedene an der Antigen-Prozessierung beteiligten Aminopeptidasen (ERAP1, ERAP2, 
LAP) [88, 118]. Jedoch existieren in Tumorzellen auch Resistenzen gegen eine IFN- 
vermittelte Induktion der MHC Klasse I Moleküle und APM Komponenten, die durch 
Defekte im JAK/STAT-Signalweg hervorgerufen werden [190, 192, 193]. 
7.2 Die Rolle der ER Aminopeptidasen in der T-Zellerkennung von 
Tumoren 
Zwei IFN- induzierbare APM Komponenten sind die ER lokalisierten Aminopeptidasen 
ERAP1 und ERAP2. Diese beiden Peptidasen schneiden am N-terminalen Ende von 
Vorläuferpeptiden und spielen eine wichtige Rolle bei der finalen Generierung antigener 
Peptide, die an der Zelloberfläche über MHC Klasse I Moleküle den CD8
+
 T-
Lymphozyten präsentiert werden [116, 128]. So konnte im murinen System gezeigt 
werden, dass ERAP1 an der Prozessierung viraler [128] und parasitärer [130] MHC Klasse 
I Epitope beteiligt ist. Interessanterweise zeigten Mehta et al., dass sowohl ein partieller 
Verlust der ERAP1 Expression als auch Einzelnukleotid-Polymorphismen (Single 
nucleotide polymorphism, SNPs) im ERAP1 Gen signifikant mit einer verringerten 
Überlebensrate der Patienten mit Gebärmutterhalskrebs assoziiert sind [194, 195]. Eine 
mögliche Erklärung dafür ist, dass eine Herunterregulation von ERAP1 das antigene 
Peptid-Repertoire derart verändert, dass ein weniger immunogener Phänotyp des Tumors 
Diskussion 
 94 
entsteht, der mit Tumorwachstum und Progression einhergeht. Um den Einfluss einer 
veränderten ERAP1 Expression auf die HLA Klasse I restringierte Epitop-Präsentation 
durch Melanomzellen und die damit verbundene Antigen-spezifische T-Zellerkennung zu 
klären, wurde in der vorliegenden Arbeit das humane autologe Tumor-T-Zell System des 
Patienten Ma-Mel-86 verwendet (Abb. 3). In zwei HLA Klasse I positiven Zelllinien (Ma-
Mel-86a und Ma-Mel-86c) dieses Patienten (Abb. 4) wurde ERAP1 stabil durch eine 
ERAP1 speifische shRNA herabreguliert (Abb. 7) und anschließend der Einfluss von 
ERAP1 auf die Generierung und Präsentierung von Tumorantigenen in Melanomzelllinien 
analysiert. 
 Reduktion der ERAP1 Expression verändert das HLA Klasse I Antigen-7.2.1
Epitoprepertoire in Melanomzellen  
Zunächst wurde die Fähigkeit Tumor-spezifischer autologer CD8
+
 T-Zellen, Tumorzellen 
mit einer ERAP1 Herabregulation zu erkennen, analysiert. Dabei zeigte sich, dass eine 
verminderte ERAP1 Expression die Erkennung der Melanomzellen durch autologe “bulk“ 
CD8
+
 T-Lymphozyten beeinträchtigte (Abb. 9), was auf eine Veränderung im Antigen-
Epitoprepertoire der HLA Klasse I Moleküle hindeutet. In diesem Kontext demonstrierten 
Hammer et al., dass ein Verlust der ERAP1 Expression in Mäusen die Generierung von 
natürlich prozessierten Peptiden im ER zum Erliegen bringt und die Stabilität der Peptid-
MHC Klasse I Komplexe verringert sowie die CD8
+
 T-Zellantworten beeinträchtigt [126]. 
Zusätzlich konnte in ERAP1-defizienten Mäusen ein partieller Verlust in der MHC Klasse 
Oberflächenexpression nachgewiesen werden [115, 165, 166, 196]. Eine signifikante 
Verringerung der HLA Klasse I Expression in humanen Melanomzellen mit herabgesetzter 
ERAP1 Expression konnte jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht detektiert werden (Abb. 
8, Abb. 10, Abb. 13). Daher konnte ausgeschlossen werden, dass eine veränderte HLA 
Klasse I Präsentation für die verminderte autologe T-Zellerkennung verantwortlich ist. In 
diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, dass humane Zellen im Gegensatz zu murinen 
Zellen über eine weitere ER-Aminopeptidase, ERAP2, verfügen. ERAP1 und ERAP2 
bevorzugen unterschiedliche Peptidsubstrate [116]. Wenngleich zur Rolle von ERAP2 in 
der Generierung spezifischer T-Zellepitope bislang kaum Informationen vorliegen, so ist 
doch anzunehmen, dass ERAP2 die Herabregulation von ERAP1 durch die Bereitstellung 
eines veränderten Epitoprepertoires kompensieren kann. Daher muss es nicht zwangsläufig 
zu einer Reduktion der HLA Klasse I Oberflächenexpression kommen. 
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Interessanterweise zeigten Blanchard et al. im murinen System, dass in Abwesenheit von 
ERAP1 verlängerte Peptide an MHC Klasse I binden. Wenngleich diese Komplexe sehr 
instabil sind, so konnte doch gezeigt werden, dass sich die CD8
+
 T-Zellantwort in MCMV-
infizierten ERAP1-defizienten Mäusen ändert und potente MCMV-spezifische CD8
+
 
Zellen hervorgehen können, die N-terminal verlängerte Epitope erkennen [197].  
 ERAP1 beeinflusst die Generierung Tumor-assoziierter Epitope in 7.2.2
Melanomzellen 
Zurzeit ist wenig darüber bekannt, welche Epitope aus Melanom-assoziierten Antigenen 
durch ER Aminopeptidasen generiert werden. Altrich-VanLith et al. zeigten, dass die 
Prozessierung des Tyr369-377 Epitops aus dem Melanom-Differenzierungsantigen 
Tyrosinase ERAP1 abhängig ist [198]. Zusätzlich demonstrierten Tanioka et al., dass 
rekombinantes ERAP2 in vitro das ITDQVPFSV Epitop aus einem Vorläuferpeptid des 
Melanom-assoziierten gp100 Antigens generiert [117]. In dieser Arbeit konnte gezeigt 
werden, dass die Prozessierung des mutierten HERPUD1 Epitops GLGPGFSSY, welches 
von der Melanomzelllinie Ma-Mel-86a über das HLA-B*15:01 Molekül präsentiert wird, 
ERAP1 abhängig ist (Abb. 12). HERPUD1 ist ein ER residentes Protein, das durch die 
Unfolded Protein Response (UPR) oder nach zellulärem Stress infolge von 
Aminosäuremangel sowie oxidativem Stress, induziert wird [199]. Es ist an der ER 
assoziierten Protein Degradation (ERAD) beteiligt und interagiert direkt mit der Ubiquitin-
Ligase Hrd1. Dabei reguliert HERPUD1 die Hrd1-vermittelte Ubiquitinierung von 
Proteinen [200]. Im primären Prostatakarzinom korreliert eine verringerte HERPUD1 
Expression mit einer erhöhten Rate an Fernmetastasierungen, während eine 
Überexpression von HERPUD1 in vitro Apoptose induziert. Eine Deletionsmutante von 
HERPUD1, der die Transmembrandomäne fehlt, induzierte rascher Apoptose als Wildtyp 
HERPUD1, während HERPUD1 mit fehlender Ubiquitin-ähnlicher Domäne als 
Apoptoseinhibitor agiert [199]. Inwieweit jedoch die Mutation im Ma-Mel-86a HERPUD1 
(liegt nicht in einer der Domänen der Deletionsmutanten) die Funktion des Proteins in 
Melanomzellen beeinflusst, ist völlig unklar. 
Da die Melanomzelllinie Ma-Mel-86a im Vergleich zu Ma-Mel-86c keine Melanom-
Differenzierungsantigene exprimiert, wurde der Einfluss von ERAP1 auf die 
Antigenprozessierung ergänzend in Ma-Mel-86c untersucht. Diese Zelllinie präsentiert 
über die HLA-A*01:01 Moleküle ein Epitop (VPLDCVLYRY) des Melanom-
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Differenzierungsantigen gp100, welches erstmals von Benlalam et al. in 2003 beschrieben 
wurde und auch über HLA-B*35 präsentiert werden kann [201]. Zusätzlich präsentiert die 
Ma-Mel-86c Zelllinie ein weiteres gp100 Epitop mit unbekannter Sequenz über HLA-
A*01:01. Eine verminderte ERAP1 Expression reduzierte die Erkennung der 
Melanomzelllinie durch gp100 spezifische autologe CD8
+
 T-Zellklone (Abb. 16), was auf 
einen Einfluss von ERAP1 in der Generierung dieser gp100 Epitope hindeutet. Das gp100 
Epitop VPLDCVLYRY besitzt ein X-Pro-Xn-Motiv. Peptide mit solch einem Motiv 
werden nicht von TAP in das ER transportiert [109, 110]. Dennoch werden solche Peptide 
über MHC Klasse I Moleküle präsentiert [202]. Dies deutet darauf hin, dass 
Vorläuferpeptide mit einer Xn-Pro-Xn-Sequenz in das ER gelangen und durch eine ER 
lokalisierte Aminopeptidase zu Peptiden mit einem X-Pro-Xn-Motiv generiert werden 
[203]. ERAP1 ist nicht in der Lage Peptide mit X-Pro-Xn-Motiven zu hydrolysieren [115, 
123]. Folglich liegt es nahe, dass ERAP1 die Aminopeptidase ist, die für die Generierung 
solcher Peptide im ER verantwortlich ist und diese für die MHC Klasse I Beladung zur 
Verfügung stellt. Die Ma-Mel-86c Zelllinie präsentiert weiterhin ein Epitop über HLA-
Cw*07:01, we1ches vom Melanom-assoziierten Antigen CSPG4 stammt. Eine 
Herabregulation von ERAP1 in dieser Melanomzelllinie führte nicht zu einer verringerten 
Stimulation des Epitop-spezifischen autologen CD8
+
 T-Zellklons (Abb. 16). Dies weist 
darauf hin, dass ERAP1 nicht an der Entstehung des CSPG4 Epitops beteiligt ist. 
Die Ergebnisse zeigen, dass ERAP1 eine wichtige Rolle im Prozess der MHC Klasse I 
Epitopgenerierung in Melanomzellen übernimmt. Parallel werden aber auch Tumor-
assoziierte CD8
+
 T-Zell Epitope präsentiert, deren Generierung unabhängig von dieser 
Aminopeptidase stattfindet. Es existieren eine Anzahl weiterer Proteasen, die an der 
Entstehung von Melanom-assoziierten Epitopen mitwirken. So ist die IFN- induzierte 
Expression des PA28-Proteasoms in Melanomzellen Voraussetzung für eine effiziente 
Präsentation eines CTL Epitops, welches vom Melanom-Antigen TRP-2 (TRP-2360–368) 
stammt [162]. Die Prozessierung des MAGE-3 Epitops (AELVHFLLL) [204] und des 
MAGE-C2336-344 Peptids [205] hingegen erfordern die Präsenz des Immunproteasoms, 
während die Generierung des Melan-A26-35 Epitops aus dem Melan-A/MART-1 
Differenzierungsantigen in Anwesenheit des Immunproteasoms signifikant reduziert ist 
[87]. Auch das gp100209-217 Epitop sowie das Tyrosinase369-377 Peptid werden besser durch 
das Standard-Proteasom prozessiert, während das Immunproteasom diese Peptide eher 
zerstört [205]. Dies zeigt, dass auch die verschiedenen Zustandsformen des Proteasoms für 
die Präsentierung von Epitopen aus Tumorantigenen über MHC Klasse I Moleküle eine 
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wichtige Rolle spielen. Es wurden auch zytosolische Peptidasen ausfindig gemacht, die an 
der Prozessierung einzelner Tumorepitope beteiligt sind. So beruht die Generierung des 
Melan-A26-35 Epitops auf der katalytischen Aktivität von TOP [102]. TOP kann ebenfalls 
gemeinsam mit Nardilysin das CTL Epitop PRA190-198 generieren, welches vom Tumor-
assoziierten Protein PRAME stammt [102]. 
Aufgrund der Bedeutung von ERAP1 in der Epitoppräsentierung von Melanomzellen ist 
davon auszugehen, dass eine heterogene Expression der ER Aminopeptidasen in 
Metastasen von Tumorpatienten mit qualitativen Veränderungen im antigenen HLA Klasse 
I Peptid-Repertoire verbunden ist. Daher wurde in einem weiteren Schritt das 
Expressionsprofil von ERAP1 und ERAP2 in verschiedenen Zelllinien sowie die 
Regulation der ERAP Expressionen analysiert. 
7.3 Zelllinien etabliert aus verschiedenen Metastasen eines Patienten 
weisen unterschiedliche Expressionen der ER Aminopeptidasen auf 
Aufgrund der Bedeutung von ERAP1 in der Epitoppräsentierung von Melanomzellen ist 
davon auszugehen, dass eine heterogene Expression der ER Aminopeptidasen in 
Metastasen von Tumorpatienten mit qualitativen Veränderungen im antigenen HLA Klasse 
I Peptid-Repertoire verbunden ist. Daher wurde in einem weiteren Schritt das 
Expressionsprofil von ERAP1 und ERAP2 in verschiedenen Zelllinien sowie die 
Regulation der ERAP Expressionen analysiert. 
Es ist bereits bekannt, dass die Expression von ERAP1 und ERAP2 in verschiedenen 
humanen Geweben sehr unterschiedlich ausfällt. So konnten über immunhistochemische 
Färbungen verschiedene ERAP1/ERAP2 Phänotypen erfasst werden [206]. Während die 
Expression beider Aminopeptidasen in Brust, Haut, Endometrium, Ovarium, Leber, Lunge 
und Pankreas nachweisbar ist, exprimieren die Niere und die Harnblase nur ERAP2. Im 
Vergleich dazu ist keine der beiden Peptidasen im Kolon, Magen, Testis, Gehirn, 
Thyreoidea und Melanozyten detektierbar. In diesem Zusammenhang zeigten Kamphausen 
et al., dass Melanozyten zwar eine ERAP1- und ERAP2 mRNA Expression aufweisen 
jedoch keine Proteinexpression nachweisbar ist [207]. Im Gegensatz dazu konnte in 
verschiedenen Melanomzelllinien sowohl eine starke heterogene ERAP mRNA- als auch 
Proteinexpression nachgewiesen werden, wobei die mRNA Expression nicht immer mit 
dem Proteingehalt korrelierte [207]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Proteinexpression 
der ER Aminopeptidasen in mehreren Zelllinien, welche aus verschiedenen Metastasen 
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zweier Melanom-Patienten etabliert wurden, analysiert (Abb. 17, Abb. 25). Dabei zeigte 
sich eine heterogene Expression von ERAP1 zwischen den Zelllinien des Patienten Ma-
Mel-61 bzw. Ma-Mel-86. Im Vergleich der ERAP2 Expression zwischen den Ma-Mel-61 
Zellen ergaben sich ebenfalls Expressionsunterschiede, wobei überraschenderweise vier 
der fünf Zelllinien des Patienten Ma-Mel-61 eine starke Expression von ERAP2 aufwiesen. 
Die Ma-Mel-86 Zellen hingegen wiesen untereinander relativ ähnliche ERAP2 
Expressionsmuster auf. Basierend auf dieser Beobachtung und den Ergebnissen zum 
Einfluss von ERAP1 auf die Epitop Präsentation von Tumorzellen ist anzunehmen, dass 
einzelne Metastasen eines Melanompatienten dadurch deutliche Unterschiede im HLA 
Klasse I Epitoprepertoire aufweisen können, was die Effizienz Epitop-spezifischer 
Tumortherapien, wie den adoptiven Transfer TCR-transgener CD8
+
 T-Zellen, beeinflussen 
könnte. 
7.4 IFN-  induziert in der Mehrzahl der getesteten Melanomzelllinien 
eine Hochregulation der ER Aminopeptidasen 
Die Expression der ER Aminopeptidasen kann durch Typ I (IFN-α und IFN-) [118] und 
durch Typ II (IFN-γ) Interferone hochreguliert werden [114, 119]. Um einen Überblick zu 
bekommen, ob auch die in dieser Arbeit verwendeten Melanomzelllinien sensitiv für 
Interferone sind, wurden diese für 48 h mit IFN- behandelt. Die Mehrzahl der getesteten 
Zelllinien zeigte dabei eine Hochregulation der ERAP1 und ERAP2 Expression (Abb. 17, 
Abb. 23). Nur in der Ma-Mel-86c Zelllinie konnte, trotz intaktem IFN- Signalwegs, keine 
eindeutige IFN--vermittelte Induktion beider Enzyme detektiert werden. Ma-Mel-86c 
weist bereits ohne IFN- Behandlung einen erhöhten pY(701)-STAT1 Gehalt auf, im 
Gegensatz zu den anderen Ma-Mel-86 Zellen. Daher wäre es durchaus denkbar, dass 
pY(701)-STAT1, unabhängig vom IRF1 Gehalt, die basale Expression der ER 
Aminopeptidasen in Ma-Mel-86c beeinflusst und eine zusätzliche Aktivierung von STAT1 
durch IFN- keinen weiteren Einfluss auf die ERAP1 und ERAP2 Expression hat. 
Es wäre aber auch denkbar, dass bislang unbekannte Defekte im IFN- Signalweg die 
Hochregulation der ERAP1 und ERAP2 Expressionen beeinträchtigen können. Die IFN--
vermittelte Induktion verschiedener Gene wird durch den JAK/STAT1-Signalweg 
gewährleistet. Dabei bindet IFN- an einen Typ II IFN Rezeptor, der an der Oberfläche der 
Zellen exprimiert wird. Dieser Rezeptor besteht aus zwei Untereinheiten, dem IFN- 
Rezeptor 1 (IFNGR1) und dem IFNGR2 [208, 209]. Die Bindung von IFN- führt zur 
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Oligomerisierung dieser beiden Rezeptoruntereinheiten und zur Aktivierung der IFNGR1 
assoziierten Janus Kinase 1 (JAK1) sowie der IFNGR2 verknüpften Janus Kinase 2 
(JAK2). Diese beiden aktivierten Kinasen induzieren die Phosphorylierung von STAT1, 
was zur Bildung von STAT1-STAT1 Homodimeren führt. Dieses Dimer bindet nach 
Translokation in den Zellkern an IFN-γ-activated site (GAS) Elemente und initiiert die 
Transkription bestimmter Zielgene (ISGs) (Abb. 26) [210]. Über molekulare 
Mechanismen, die eine IFN- Resistenz in Melanomzellen hervorrufen können, ist bis jetzt 
relativ wenig bekannt. Rodríguez et al. zeigten, dass eine beeinträchtigte STAT1 (Tyr701) 
Phosphorylierung im IFN- Signalweg zu einem Verlust der IFN--vermittelten HLA 
Klasse I Hochregulation führte. Ebenfalls konnte in einer weiteren Melanomzelllinie eine 
IFN- Resistenz nachgewiesen werden, die durch eine epigentische Blockade der IRF-1 
Transaktivierung hervorgerufen wurde [192]. Respa et al. hingegen demonstrierten, dass 
ein Verlust der JAK2 Expression, hervorgerufen durch eine Deletion des JAK2 Gens, nicht 
nur die IFN- Induzierbarkeit der HLA Klasse I Moleküle sowie verschiedener APM 
Komponenten beeinträchtigte sondern auch deren basale Expression reduzierte [190]. 
Unabhängig vom JAK/STAT Signalweg könnten auch andere transkriptionelle und/oder 
posttranskriptionelle Mechanismen die IFN--vermittelte Induktion der ERAPs 
unterbinden. Es wurden Mutationen in der Promotorregion der ERAPs beschrieben, die zu 
einer verringerten Promotoraktivität führen [207], so dass es auch denkbar wäre, dass über 
entsprechende Mutationen die IFN- Sensitivität der Promotoren beeinflusst wird. Es 
existieren aber auch Transkriptionsfaktoren wie das B lymphocyte-induced maturation 
protein-1 (auch bekannt als PR domain-containing 1, with ZNF domain (PRDM1)), welche 
die basale- und die IFN--induzierte ERAP1 Expression unterdrücken können [169]. Aber 
auch posttranskriptionelle Mechanismen, vermittelt durch virale miRNAs, können die 
Expression von ERAP1 beeinflussen [129]. In wieweit jedoch zelluläre miRNAs die 
Expression der ER Aminopeptidasen beeinträchtigen können, ist bislang unbekannt.  
7.5 p53 abhängige Induktion von ERAP1 nach Zytostatika Behandlung  
Wie zuvor beschrieben kann die Expression der ER Aminopeptidasen durch Interferone 
hochreguliert werden [114, 118, 119]. In diesem Zusammenhang zeigten Tanioka et al., 
dass für die basale Expression von ERAP2 der Transkriptionsfaktor IRF2 eine wichtige 
Rolle spielt, während die IFN--vermittelte Hochregulation von ERAP2 primär durch IRF1 
gewährleistet wird [119]. IRF1 und IRF2 können ebenfalls die Genexpression von ERAP1 
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regulieren [169]. Sowohl ERAP1 als auch ERAP2 besitzen in ihrem Promotorbereich IRF-
Bindungselemente (IRF-E) an die diese IRFs binden können. Das IRF-E im 
Promotorbereich von ERAP1 überlappt mit der Bindungsstelle für den 
Transkriptionsfaktor PRDM1, welcher, wie bereits erwähnt, als potenter Repressor für die 
basale- sowie die IFN--induzierte ERAP1 Expression agieren kann [169]. Ein weiterer 
Transkriptionsfaktor, der direkt an die Promotorsequenz von ERAP1 und ERAP2 binden 
kann und dadurch die Expression der Aminopeptidasen reguliert, ist NFB [120].  
Die Anwendung des Programms MatInspector von Genomatix (www.genomatix.de), 
welches potentielle Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren innerhalb einer gegebenen 
DNA Sequenz vorhersagt, deutet neben einer Präsenz von IRF-Bindungsstellen auch auf 
das Vorhandensein von HSF, STAT1 und STAT3 Bindungsmotiven im ERAP1 Promotor 
hin. (Abb. 18A). Von besonderem Interesse war jedoch der Hinweis auf die potentielle 
Bindungsstelle für p53 im ERAP1 Promotor. Der Tumorsupressor p53 wird durch 
Stresssignale aktiviert, die z.B. durch DNA Schädigung, Onkogenexpression, Hypoxie 
sowie durch Nährstoffmangel und Virusinfektionen hervorgerufen werden [174, 211, 212]. 
Er induziert die Expression verschiedenster Gene, die am Zellzyklus-Arrest, an der 
Apoptose und Seneszenz sowie an der DNA Reparatur beteiligt sind [213]. Aber auch 
Chemotherapeutika wie Fludarabin, Doxorubicin oder Cisplatin [170], die in der 
Krebsbehandlung Verwendung finden [214], rufen eine Aktivierung von p53 hervor. In 
verschiedenen Studien werden zurzeit die immunmodulierenden und immunstimulierenden 
Eigenschaften solcher Chemotherapeutika intensiv untersucht [168, 215]. Untersuchungen 
an Zelllinien haben ergeben, dass Doxorubicin oder Cisplatin behandelte Tumorzellen 
einen beachtlichen Anstieg in der Produktion verschiedenster Zytokine, Chemokine sowie 
Angiogenese- und Wachstumsfaktoren (IL-6, CXCL8, CCL2, CCL5, BFGF, G-CSF, und 
VEGF) zeigen [178]. Weiterhin konnte bereits demonstriert werden, dass geringe nicht-
zytotoxische Konzentrationen an Doxorubicin, in einer humanen Kolon Karzinom 
Zelllinie, die Expression verschiedener APM Komponenten, wie LMP2, LMP7, TAP1, 
Tapasin und -2M induzieren [216]. Doxorubicin interkaliert in die DNA [217]. Dabei 
stabilisiert es den Topoisomerase II-DNA Spaltungskomplex, was zu Doppelstrangbrüchen 
in der DNA führt [214, 218], so dass es zur Inhibierung der RNA- und DNA Synthese 
kommt [219]. Diese Doxorubicin-induzierten DNA Schäden rufen eine p53 Aktivierung 
hervor. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit stellte sich daher die Frage, ob Doxorubicin 
auch die Expression der ERAPs beeinflussen kann. Um die Rolle von p53 in Doxorubicin-
vermittelten Effekten zu klären, wurden die Untersuchungen sowohl an p53 Wildtyp 
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(HCT116, Ma-Mel-47) und p53 negative Tumorzellen (HCT116 p53
-/-
, UKRV-Mel-15a) 
als auch an einer Zelllinie mit einer p53 Mutation (Ma-Mel-86a) durchgeführt. Die in den 
Ma-Mel-86a Zellen vorliegende Mutation im TP53 Gen führt zu einem R248W 
Aminosäureaustausch, der direkt in der DNA-Bindungsdomäne des p53 Proteins lokalisiert 
und mit einem Verlust der transkriptionellen Aktivität verbunden ist [173, 174]. Sowohl 
die p53 Wildtyp Zellen (HCT116, Ma-Mel-47) als auch die p53 mutierte Zelllinie (Ma-
Mel-86a) zeigten eine basale Expression von p53, jedoch konnte nur in den p53 Wildtyp 
Zellen eine eindeutige Induktion der p53 Expression durch Doxorubicin nachgewiesen 
werden (Abb. 19). Zusätzlich wurde auch in den p53 Wildtyp Zellen eine deutliche 
Hochregulation des p53 Zielgens p21 [175] detektiert. Aber auch die Zelllinie mit 
mutiertem p53 sowie die p53 negativen Zellen zeigten eine Doxorubicin vermittelte 
Induktion von p21, die aber insbesondere in den p53 negativen Zellen deutlich geringer 
ausfiel (Abb. 19). Neben der p53 vermittelten Induktion von p21 existieren noch weitere 
Signalwege, die eine p21 Expression nach Zytostatikabehandlung herbeiführen können. So 
demonstrierten Ma et al., dass auch der Transkriptionsfaktor NFκB/p65 nach 
Doxorubicinbehandlung in p53 negativen Zellen p21 induzieren kann [177]. 
Interessanterweise wurde auch beschrieben, dass transkriptionell inaktives p53 unter 
Zytostatikaeinfluss STAT1 aktivieren kann (Abb. 26) [170] und aktiviertes STAT1 
wiederrum in der Lage ist, die Expression von p21 zu induzieren [176, 220]. 
Die p53 exprimierenden und p53 negativen Tumorzelllinien wurden mit einem ERAP1- 
bzw. ERAP2 Promotorgenkonstrukt transfiziert und anschließend mit Doxorubicin oder als 
Kontrolle mit IFN- behandelt (Abb. 20). Dabei konnte eine erhöhte Aktivität des ERAP1 
Promotorfragments in p53 Wildtyp Tumorzellen registriert werden, während die p53 
negativen Zellen sowie die Zelllinie mit mutiertem p53 keine Aktivierung des ERAP1 
Promotorfragments aufwiesen. Eine Doxorubicin induzierte Aktivierung des ERAP2 
Promotorfragments konnte sowohl in p53 Wildtyp Zellen als auch in der p53 mutierten 
Zelllinie detektiert werden, während in den p53 negativen Zellen nur eine leichte bis gar 
keine Aktivität des ERAP2 Promotorfragments nachweisbar war. Im Vergleich dazu 
konnte eine erhöhte ERAP1 mRNA Expression in allen p53 exprimierenden Zellen aber 
nicht in p53 negativen Zellen gemessen werden, während der ERAP2 mRNA Gehalt nach 
Zytostatikabehandlung sowohl in p53 exprimierenden als auch in einer p53 negativen 
Zelllinie anstieg. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Induktion der ERAP1 
Expression nach Doxorubicinbehandlung p53 abhängig ist, während ERAP2 auch in p53 
negativen Zellen induziert werden kann. Ob p53 direkt die Expression von ERAP1 
Diskussion 
 102 
reguliert oder eher indirekt über andere p53-vermittelte Signalwege, konnte im Rahmen 
dieser Arbeit nicht ermittelt werden. Im Fall der p53 mutierten Zelllinie wäre es denkbar, 
dass transkriptionell inaktives p53 die Aktivierung von STAT1 vermittelte und so zur 
Expression von ERAP1 während der Zytostatikabehandlung führte [170]. Die Differenzen 
zwischen den Aktivitäten der ERAP Promotorfragmente und den entsprechenden mRNA 
Expressionen könnten dadurch erklärt werden, dass Doxorubicin Transkriptionsfaktoren 
induziert, die außerhalb des verwendeten Promotorfragments binden und dadurch zur 
Induktion der mRNA Expressionen beisteuerten. Aber auch posttranskriptionelle 
Regulationsmechanismen können für die Diskrepanz zwischen der Aktivität der 
Promotorfragmente und der mRNA Expression verantwortlich sein. So gibt es Hinweise, 
dass eine Doxorubicin vermittelte DNA-Schädigung Mechanismen induziert, die eine post-
transkriptionale Stabilisierung spezifischer mRNAs hervorrufen können [221]. Ein 
weiterer Aspekt ist, dass Chemotherapeutika, unter anderem auch Doxorubicin, die 
Ribosom Biogenese beeinträchtigen können und dadurch die Translation von Proteinen 
verändern [222]. Dies könnte zu einer Akkumulation der mRNA führen und würde 
erklären, warum ein erhöhter mRNA Gehalt der ERAPs detektiert werden kann, dies sich 
aber auf Proteinebene nicht wiederspiegelt (Abb. 22). Zusammenfassend deuten die 
Ergebnisse darauf hin, dass Doxorubicin die Expression der ERAP mRNAs unabhängig 
von Wildtyp 53 regulieren kann, wenngleich p53 direkt bzw. indirekt an der Induktion der 
ERAP1 mRNA Expression beteiligt ist. 
7.6 Doxorubicin induziert die Expression verschiedener Komponenten des 
IFN-Signalwegs in p53-exprimierenden Zellen 
p53 wird nicht nur durch DNA-Schädigung aktiviert, sondern kann auch während einer 
viralen Infektion direkt durch den Typ I IFN Signalweg induziert werden [211]. Durch die 
Bindung von IFN/β an den IFN- Rezeptor wird die IFN- Rezeptor 1 (IFNAR1) 
assoziierte Tyrosin Kinase 2 (TYK2) sowie die IFNAR2 gekoppelte JAK1 aktiviert. Diese 
beiden Kinasen wiederum rekrutieren und phoshorylieren STAT1 und STAT2, was zur 
STAT1/STAT2-Dimerisierung führt. Gemeinsam mit IRF9 bildet dieses STAT-
Heterodimer den Interferon-stimulated gene factor 3 (ISGF3) Komplex, der als 
Transkriptionsfaktor direkt an die Interferon stimulated response element (ISRE) Promotor 





Abb. 26: IFN und p53 Signalwege. Dargestellt ist der Typ I IFN Signalweg (mitte)‚ der Typ II IFN 
Signalweg (links) und der p53 Signalweg (rechts) sowie Überlappungen dieser Signalkaskaden. ER 
Aminopeptidase (ERAP), IFN-γ-activated site (GAS), IFN- Rezeptor 1 und 2 (IFNGR1 und 2), IFN- 
Rezeptor 1 und 2 (IFNAR1 und 2), Interferon regulatory factor (IRF), IRF-Bindungselement (IRF-E), 
Interferon-stimulated gene factor 3 (ISGF3)‚ interferon stimulated response element (ISRE), Janus Kinase 1 
und 2 (JAK1 und 2), Signal Transducers and Activator of Transcription 1 und 2 (STAT1 und 2) Tyrosin 
Kinase 2 (TYK2), Phosphorylierung (P), Toll-like receptor 3 (TLR3). 
 
p53 besitzt ebenfalls in seinem Promotorbereich ISRE Sequenzen und kann daher direkt 
über den Typ I IFN Signalweg induziert werden [211]. Interessanterweise zeigen neuste 
Studien, dass IFN-induzierbare Gene wie IRF9 [223], IRF5 [224], ISG15 [225] und Toll-
like receptor 3 (TLR3) [226] auch direkt durch p53 transkriptionell induziert werden 
können, was auf eine Überschneidung zwischen dem p53 und IFN Signalweg sowohl bei 
der Tumorsuppression als auch bei der antiviralen Immunität hindeutet (Abb. 26). 
Basierend auf diesen Daten ist es möglich, dass Doxorubicin aktiviertes p53 ebenfalls 
Komponenten des IFN Signalweges induzieren kann. In diesem Kontext demonstrierten 
Youlyouz-Marfak et al., dass auch durch eine Mutation transkriptionell inaktives p53 unter 
Zytostatikaeinfluss STAT1 aktivieren kann [170]. 
Da die Promotoren der ERAPs potentielle Bindungsstellen für verschiedene IRFs 
aufweisen (Abb. 18), liegt zusätzlich die Vermutung nahe, dass p53 induzierte IRFs die 
Induktion der ERAP Expressionen vermitteln können. Daher wurde die Expression 
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verschiedenster IRFs (IRF1, IRF2, IRF3, IRF7, IRF9), des STAT1 sowie des ISG15 in 
Doxorubicin behandelten Melanomzelllinien mit unterschiedlichen p53 Status analysiert 
(Abb. 22). Dabei zeigten die p53 Wildtyp- und die p53 mutierten Zelllinien eine Induktion 
von IRF9, ISG15 und STAT1, während die IRF2 Expression in beiden Zelllinien 
herabreguliert war. Für die IRF1- und IRF3- sowie IRF7 Expression in diesen beiden 
Zelllinien konnte hingegen keine eindeutige Beeinflussung durch Doxorubicin detektiert 
werden. Im Vergleich dazu, wurde in der p53 negativen Zelllinie keines der untersuchten 
Proteine durch Doxorubicin induziert. Diese Ergebnisse bezeugen, dass durch Doxorubicin 
aktiviertes p53 in der Lage ist, Komponenten des IFN Signalweges in Melanomzellen zu 
regulieren. 
7.7 Induktion von STAT3 in Doxorubicin behandelten Melanomzellen 
Doxorubicin kann ebenfalls den Transkriptionsfaktor STAT3 induzieren [172]. STAT3 
wurde ursprünglich als DNA-bindender Faktor identifiziert, der durch IL-6 aktiviert 
werden kann (Abb. 27) und während einer akuten Entzündungsreaktion die Expression 
verschiedenster Gene reguliert [227]. Dieser Transkriptionsfaktor kann auch durch weitere 
Zytokine sowie Wachstumsfaktoren und onkogene Proteine aktiviert werden [228-230] 
und ist an einem breiten Spektrum biologischer Prozesse beteiligt. Es spielt bei der 
Regulierung der Proliferation, des Überlebens und der Apoptose sowie bei der 
Differenzierung von Zellen eine wichtige Rolle [231]. Aber auch während der 
Embryogenese ist STAT3 von zentraler Bedeutung, denn ein Verlust der STAT3 
Expression führt zu einer frühzeitigen embryonalen Letalität [232]. Weiterhin können 
STAT3 pleiotrope Effekte in verschiedenen Organen und Zelltypen zugeschrieben werden 
[231]. Unter normalen Bedingungen ist STAT3 nur transient und unter strenger 
Überwachung transkriptionell aktiv. Jedoch ist es in einer Vielzahl humaner Krebsarten, 
wie bei Brustkrebs, Prostatakrebs und Melanom sowie beim Multiplen Myelom, 
Leukämien und Lymphomen, konstitutiv aktiv [229]. Dieses beständig aktivierte STAT3 
wirkt dabei auf die Expression und Funktion verschiedenster Gene ein, die entscheidend 
für die Proliferation, das Überleben sowie für die Angiogenese, Invasion und 
Immunevasion der Tumorzellen sind [229, 233, 234]. Auch die in dieser Arbeit 
verwendeten Melanomzelllinien weisen eine basale Expression von STAT3 und 
phosphoryliertem STAT3 auf (Abb. 22). Eine Behandlung mit Doxorubicin erhöhte 
zusätzlich die Menge an pY(705)-STAT3 in zwei dieser Zelllinien, während sich in der 
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dritten Zelllinie der pY(705)-STAT3 Gehalt reduzierte. In diesem Zusammenhang 
demonstrierten Kim et al., dass eine Doxorubicin induzierte Aktivierung von STAT3 durch 
den c-Jun N-terminale Kinase 1 (JNK1) Signalweg vermittelt wird. Dieses transkriptionell 
aktive STAT3 trägt jedoch dazu bei, dass die Doxorubicin induzierte Apoptose 
abgeschwächt wird und begünstigt dadurch eine Doxorubicin-Resistenz in den 
Tumorzellen [172]. Zudem zeigten Niu et al., dass STAT3 die Expression von p53 
unterdrücken kann, indem es direkt an dessen Promotor bindet und dadurch den p53 
vermittelten Wachstumsarrest sowie Apoptose in Tumorzellen beeinträchtigt [235]. Im 
ERAP1 Promotor wurde die Präsenz einer STAT3 Bindungsstelle postuliert. Ob STAT3 
tatsächlich die ERAP1 Expression beeinflussen kann, ist jedoch bis jetzt nicht bekannt. 
7.8 IL-6 Freisetzung durch Doxorubicin behandelte Melanomzellen 
Das multifunktionelle Zytokin Interleukin-6 (IL-6) wurde erstmals 1986 von Hirano et al. 
als B-Zell Differenzierungsfaktor identifiziert, der die finale Reifung von B-Zellen zu 
Immunglobulin-sekretierenden Zellen induziert [236]. Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass 
IL-6 in verschiedenste biologische Prozesse involviert ist, wie z.B. in Immunantworten, in 
der Stoffwechsel- und Knochenhomöostase sowie bei der Hämatopoese und in 
Entzündungen [237, 238]. Es kann aber auch bei einer Autoimmunität, bei chronischen 
Entzündungen sowie bei der Onkogenese beteiligt sein [239-241]. IL-6 bindet an einen 
einzigartigen membrangebundenen Rezeptorkomplex, der aus einem IL-6 spezifischen 
Rezeptor (IL-6R) und aus dem Glykoprotein gp130 besteht [242]. Die Aktivierung des IL-
6 Rezeptorkomplexes führt zur Induktion verschiedenster Signalwege wie des JAK/STAT-
, Ras-ERK-MAPK- sowie des PI3K- Signaltransduktionsweges (Abb. 27) [243]. 
IL-6 wird von verschiedensten Zelltypen wie Endothelzellen, Keratinozyten, Fibroblasten, 
Monozyten, Lymphozyten sowie Granulozyten freigesetzt. Aber auch Melanomzellen sind 
in der Lage IL-6 zu produzieren und können dadurch einen parakrinen Effekt auf Zellen im 
umliegenden Stroma haben [244]. Arbeiten von Lu et al. deuten darauf hin, dass IL-6 
während der malignen Tumorentwicklung von humanen Melanomzellen als bifunktionales 
Zytokin agiert. Es inhibiert das Wachstum von normalen Melanozyten und Melanomzellen 
eines frühen Stadiums über einen parakrinen Mechanismus. Indes weisen Melanomzellen 
eines fortgeschrittenen Stadiums eine ausgeprägte Tendenz auf, resistent gegenüber IL-6 
induzierter Wachstumsinhibierung zu werden. In einigen Fällen produzieren diese 
Tumorzellen sogar konstitutiv endogenes IL-6, dass über einen autokrinen Mechanismus 
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deren Proliferation und Wachstum steigert [245]. Eine mögliche Erklärung für die IL-6 
Resistenz könnte hierbei eine grundlegende Überexpression des Suppressor of Cytokine 
Signaling 3 (SOCS3) Proteins sein, das als Suppressor des JAK/STAT3 Signalweges agiert 
[246]. Zudem konnte weiterhin gezeigt werden, dass eine autokrine IL-6 Produktion eine 
Chemotherapeutika-Resistenz in Eierstockkrebszellen hervorrufen kann [247]. 
Daher wurde in dieser Arbeit die IL-6 Produktion in den drei verschiedenen 
Melanomzelllinien Ma-Mel-86a, Ma-Mel-47 und UKRV-Mel-15a, die mit Doxorubicin 
behandelt wurden, über einen IL-6 ELISA analysiert (Abb. 24). Hierbei zeigte die Zelllinie 
Ma-Mel-86a bereits ohne Zugabe von Doxorubicin eine hohe Freisetzung von IL-6 im 
Vergleich zu den anderen zwei getesteten Zelllinien Ma-Mel-47 und UKRV-Mel-15a. 
Durch eine Doxorubicinbehandlung konnte eine IL-6 Freisetzung durch die Ma-Mel-47 
induziert werden. Aber auch die IL-6 Produktion in der Ma-Mel-86a Zelllinie erhöhte sich 
durch Doxorubicinzugabe, während für die UKRV-Mel-15a Zelllinie keine IL-6 
Freisetzung ins Medium nachgewiesen werden konnte. Da IL-6 den JAK/STAT3-
Signalweg über den IL-6 Rezeptorkomplex induzieren kann [243], wurde die IL-6 
Freisetzung mit dem Phosphorylierungsstatus des STAT3 in den Doxorubicin behandelten 
Zelllinien verglichen. Dabei korrelierte bei den Ma-Mel-47 Zellen der pY(705)-STAT3 
Gehalt mit dem freigesetzten IL-6, was auf eine autokrine Stimulation der IL-6 Produktion 
hindeuten könnte. Die Ma-Mel-86a Zelllinie hingegen produziert mit und ohne 
Doxorubicinbehandlung hohe IL-6 Mengen. Jedoch ist hierbei keine Induktion sondern 
eher eine Reduktion des pY(705)-STAT3 Gehalt durch die Zytostatikazugabe ersichtlich. 
Mögliche Erklärungen dafür wären, dass diese Zelllinie entweder keine IL-6 
Rezeptorkomplexe besitzt oder das der JAK/STAT3-Signalweg in diesen Zellen inhibiert 
wird. Im Vergleich dazu zeigt die UKRV-Mel-15a Zelllinie zwar keine detektierbare 
Freisetzung von IL-6 aber dafür eine Erhöhung des pY(705)-STAT3 Gehalts nach 
Doxorubicinbehandlung. Melanomzellen können eine Reihe weiterer Zytokine oder 
Wachstumsfaktoren freisetzen, die ebenfalls den JAK/STAT3-Signalweg aktivieren 
können [233, 244]. Daher wäre es möglich, dass in den UKRV-Mel-15a Zellen die 
Aktivierung von STAT3 über einen IL-6 unabhängigen Signalweg führt. 
Interessanterweise ist IL-6 mt dem Krankheitsverlauf von Melanompatienten assoziiert. 
Eine Studie von Mouawad et al. zeigte, dass sowohl eine initial hohe IL-6 Konzentrationen 
als auch ein durch Chemotherapeutika hervorgerufener Anstieg an IL-6 im Serum von 
metastasierenden Melanompatienten mit einer zeitlich verkürzten Tumorprogression 
korreliert [248]. Aber auch in anderen Krebserkrankungen wie beim metastasenbildenden 
Diskussion 
 107 
Nierenzellkarzinom [249], dem fortgeschrittenen nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom 
[250] sowie dem ösophagealen Plattenepithelkarzinom [251], dem kolorektalem Krebs 
[252] und dem Prostatakrebs [253] ist eine erhöhte IL-6 Konzentration mit einer schlechten 
Prognose für den Patienten assoziiert. 
 
 
Abb. 27: Darstellung des klassischen IL-6 Signalweges sowie des IL-6 „trans signaling“. Beim 
klassischen IL-6 Signaltransduktionsweg bindet IL-6 an den membrangebundenen IL-6 Rezeptor (IL-
6R)/gp130-Komplex und induziert die Aktivierung verschiedenster Signalwege wie den RAS-RAF-MEK-
ERK-, PI3K/AKT- bzw. JAK/STAT3-Signalweg. Diese Signalwege können ebenfalls durch den IL-6 „trans 
signaling“ Weg induziert werden. Hierbei bindet IL-6 an einen löslichen IL-6R (sIL-6R), welcher 
nachfolgend mit membrangebundenen gp130 Molekülen assoziiert und dadurch die Signaltransduktion 
einleitet.  
 
Eine zelluläre IL-6 Antwort kann, neben diesem „klassischen“ IL-6 Signalweg, d.h. über 
Bindung an einen Membran-ständigen Rezeptor, aber auch durch einen weiteren 
Mechanismus, dem so genannten IL-6 „trans signaling“, vermittelt werden (Abb. 27). 
Hierbei bindet freies IL-6 an einen löslichen IL-6R (sIL-6R). Dieser IL-6/sIL-6R-Komplex 
assoziiert daraufhin mit ubiquitär exprimierten gp130 Molekülen auf IL-6R negativen 
Zellen und ermöglicht die IL-6 vermittelte Stimulierung dieser Zellen [254]. Der sIL-6R 
entsteht hierbei entweder durch alternatives Spleißen [255] oder wird durch die Proteolyse 
der IL-6R Ektodomäne generiert. Letzteres wird durch die Metalloproteasen ADAM10 und 
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ADAM17 gewährleistet [254]. Ebenfalls gibt es Hinweise, dass auch ERAP1 an der 
Freisetzung des IL-6 Zytokinrezeptors beteiligt sein kann [140]. 
7.9 ERAP1 und Immunogenität des Melanoms – eine abschließende 
Einschätzung 
Das zytotoxische Potential Tumorantigen-spezifischer CD8
+
 T-Lymphozyten gegenüber 
autologen Tumorzellen wird derzeit in verschiedenen Immuntherapie Studien zur 
Behandlung des malignen Melanoms genutzt. Die Wirksamkeit solcher T Zellen gegen den 
Tumor wird entscheidend durch die spezifische Epitopdichte auf den Tumorzellen 
beeinflusst. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass ERAP1 für 
eine effiziente Generierung verschiedener Epitope aus Tumorantigenen eine wichtige Rolle 
spielt. Somit ist davon auszugehen, dass eine heterogene ERAP Expression in Metastasen 
von Tumorpatienten mit quantitativen und/oder qualitativen Veränderungen im antigenen 
HLA Klasse I Peptid-Repertoire verbunden ist. Dieser Effekt könnte die Effizienz Epitop-
spezifischer Tumortherapien, wie den adoptiven Transfer TCR-transgener CD8
+
 T-Zellen, 
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Abb. 28: ERAP1 siRNA Transfektion von UKRV-Mel-15a Zellen. UKRV-Mel-15a Zellen wurden für 72 
h mit verschiedenen ERAP1 siRNAs transfiziert. Anschließend wurden die Zellen lysiert und die gesamte 
mRNA isoliert. Nach einer cDNA-Synthese wurde die ERAP1 mRNA Expression mittels TaqMan real-time 
PCR quantifiziert und auf die endogene Kontrolle GAPDH normalisiert. Die relative ERAP1 Expression der 
untransfizierten Zellen wurde auf 1 gesetzt. Dieses Experiment wurde einmalig durchgeführt. 
 




















































Abb. 29: ERAP2 mRNA Expression in den Ma-Mel-86a Klonen. Aus den Ma-Mel-86a Klonen sowie aus 
den untransfizierten Zellen wurde die gesamte RNA isoliert und eine cDNA Synthese durchgeführt. 
Anschließend erfolgte eine TaqMan real-time PCR zur Quantifizierung der ERAP2 mRNA. Die ERAP2 
Expression wurde auf die Expression der endogenen Kontrolle GAPDH normalisiert und die relative ERAP2 
Expression der untransfizierten Zellen gleich 1 gesetzt. Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment von 






















































Abb. 30: ERAP2 mRNA und Protein Expression in Ma-Mel-86c Klonen. Aus den Ma-Mel-86c Klonen 
sowie aus untransfizierten Zellen wurde die gesamte RNA isoliert und eine cDNA Synthese durchgeführt. 
Anschließend erfolgte eine TaqMan real-time PCR zur Quantifizierung der ERAP2 mRNA. Die ERAP2 
Expression wurde auf die Expression der endogenen Kontrolle GAPDH normalisiert und die relative ERAP2 
Expression der untransfizierten Zellen gleich 1 gesetzt. Dieses Experiment wurde einmalig durchgeführt (A). 
Die Immundetektion der ERAP2 Expression in den Ma-Mel-86c Klonen erfolgte über Western Blot. Der 
Nachweis von GAPDH diente als endogene Kontrolle. Dargestellt ist ein repräsentatives Experiment von drei 





9.3 Nachweis der Spezifität verschiedener CD8+ T-Zellklone 
 
Abb. 31: Nachweis der Spezifität verschiedener CD8
+
 T-Zellklone. Die Generierung und der Nachweis 
der Spezifität der T-Zellklone erfolgte durch Silke Lubojanski (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Thomas Wölfel, III. 
Med. Klinik, Universitätsmedizin Mainz). Dazu wurden 293T Zellen mit Vektoren transfiziert, die zum einen 
das spezifische HLA Klasse I Molekül und zum anderen das angegebene Antigen exprimieren. Die 
Transfektanten wurden anschließend mit dem jeweiligen spezifischen T-Zellklon ko-kultiviert und die 
Aktivierung der T-Zellen über einen IFN- ELISPOT analysiert.  
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            |-250                                                                               |-200 
actccaaagccacttatttgtgcattctacaaaaagtttcttgtcctttttgaaataaagctcttatcctaag 
                                                         |-150      ISRE                
ctccattcacacctgcgtgataatgaaccagctagtacttactgtactcaggaagcatgcaaagttctgaatc 
                   |-100                                            HSF1                              |-50  
ttagaacagaaagtgaaagcaaaagtaaattccccttcAGTCAAATCTGCAGCAGCATG 




10 Eidesstattliche Erklärung 
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